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  RESUMO


  Rotíferos possuem um importante papel nos ciclos biogeoquímicos e na produtividade orgânica dos ecossistemas de água doce em decorrência de suas elevadas taxas metabólicas. Informações sobre a filtração, seu principal processo de aquisição de energia, são relevantes e ainda escassos para a região tropical. Os rotíferos da Subclasse Bdelloidea alimentam-se por filtração ou raspagem consumindo pequenos itens alimentares, como bactérias, algas, leveduras ou matéria orgânica particulada. Sabemos pouco sobre o papel que desempenham na dinâmica trófica dos habitats que ocupam e por isso o objetivo deste estudo foi quantificar em laboratório as taxas de filtração e ingestão do rotífero Philodina roseola, alimentado com Raphidocelis subcapitata. O delineamento experimental consistiu na exposição de 10 rotíferos adultos por tratamento, em cinco concentrações que variaram entre 104 e 107 cels mL-1, mantidos sob temperatura de 25 ± 1 °C. Os experimentos tiveram a duração de 1 hora e as concentrações iniciais e finais da suspensão algal foram quantificadas por contagem numérica das células em câmara de Neubauer. Não foram encontradas diferenças significativas entre as concentrações iniciais e finais de células nos controles indicando não ter ocorrido crescimento algal. As taxas de filtração de P. roseola variaram entre 0,09 e 0,25 mL ind-1 h-1. Tendo em vista que a filtração é o principal processo de aquisição de energia de Philodina roseola, assim como dos demais rotíferos, e que está relacionada a questões importantes da dinâmica trófica dos ecossistemas aquáticos, informações adicionais são desejáveis mas necessitam, no entanto, ser ampliadas para outros tipos de alimento e para diferentes combinações de condições experimentais.
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  ABSTRACT


  Rotifers play an important role in biogeochemical cycles and organic productivity of freshwater ecosystems due to their high metabolic rates. Information on filter feeding, their main process of energy acquisition, are relevant and still scarce for tropical regions. The rotifers of the class Bdelloidea feed by filtration or scraping consuming small food items, such as bacteria, algae, yeasts or particulate organic matter. We know little of their role in the trophic dynamics in the habitats they occupy and so the aim of this study was to quantify laboratory filtration and ingestion rates of the rotifer Philodina roseola, fed with Raphidocelis subcapitata. The experiment consisted of 10 adult exposure treatment at five concentrations approximately in the range between 104 and 107 cells mL-1, at the temperature of 25 ± 1 °C. The experiments lasted one hour and initial and final concentrations of the algal suspensions were determined by counting the number of cells in a Neubauer chamber. There were no significant differences between the initial and final concentrations of cells in the control group indicating that algal growth did not occur. Philodina roseola filtration rates varied between 0.09 and 0.25 mL ind-1 h-1. Given that filtration is the main process of energy acquisition by Philodina roseola, as well as for most other rotifers, and that it comprises important issues related to trophic dynamics of aquatic ecosystems, additional experimental information is especially important and need to be extended to other types of food and combinations of experimental conditions.


  Keywords: filter feeding, feeding rates, Raphidocelis subcapitata, rotifers, trophic interactions.

  


  RESUMEN


  Los rotíferos desempeñan un importante papel en los ciclos biogeoquímicos y en la productividad orgánica de los ecosistemas de agua dulce como consecuencia de sus elevadas tasas metabólicas. Es relevante la información sobre la filtración, su principal proceso de adquisición de energía, la cual es todavía escasa para la región tropical. Los rotíferos de la subclase Bdelloidea se alimentan por filtración o raspaje, consumiendo pequeños elementos alimentícios, como bacterias, algas, levaduras o materia orgánica particulada. Sabemos poco del papel que desempeñan en la dinámica trófica de los hábitats que ocupan, y por eso el objetivo de este estudio fue cuantificar en laboratorio las tasas de filtración e ingestión del rotífero Philodina roseola, alimentado con Raphidocelis subcapitata. El experimento consistió en la exposición de diez adultos por tratamiento en concentraciones entre 1x104 y 1x107 células mL-1 y bajo temperatura de 25±1 °C. Los experimentos tuvieron la duración de una hora y las concentraciones iniciales y finales de la suspensión algal fueron cuantificadas por conteo numérico de las células en cámara de Neubauer. No fueron encontradas diferencias significativas entre las concentraciones iniciales y finales de células en los controles, lo cual indica que no se presentó crecimiento algal. Las tasas de filtración de P. roseola variaron entre 0,09 y 0,25 mL ind-1 h-1. Teniendo en cuenta que la filtración es el principal proceso de adquisición de energía de la Philodina roseola, así como de los demás rotíferos, y que comprende cuestiones importantes relacionadas con la dinámica trófica de los ecosistemas acuáticos, es importante ampliar la información con experimentos usando otros tipos de alimento y diferentes combinaciones de las condiciones experimentales.


  Palabras clave: filtración, interacciones tróficas, Raphidocelis subcapitata, rotífero, tasas de alimentación.

  


  INTRODUÇÃO


  Os invertebrados do Filo Rotifera ocupam uma posição relevante na cadeia alimentar dos ecossistemas aquáticos, participando ativamente no movimento da energia através dos diferentes níveis tróficos (Armengol, 1980; Park e Marshall, 2000; Wetzel, 2001). São integrantes ativos da alça microbiana ao consumirem diretamente pequenas partículas orgânicas em suspensão (Pourriot, 1965), ou indiretamente, ao assimilarem substâncias orgânicas dissolvidas e consumirem bactérias e protozoários (Arndt, 1993). Os rotíferos também são importantes organismos como itens alimentares na dieta dos estágios larvais iniciais de muitas espécies de peixes de água doce e de espécies estuarinas de camarão (Das et al., 2012). O alto valor nutricional dos rotíferos é de grande importância para a sobrevivência e crescimento das larvas de peixes (Awais, 1992; Oie e Olsen, 1997).


  Os rotíferos da Subclasse Bdelloidea alimentam-se por filtração ou raspagem consumindo pequenos itens alimentares, como: bactérias, algas unicelulares, leveduras e matéria orgânica particulada (Ricci, 1984). Habitam as águas de ambientes lóticos e lênticos, bem como a fina película de água circundante às partículas do solo, ou de musgos e líquens (Ricci e Melone, 2001). Os seus requisitos físicos e químicos não são bem conhecidos e os padrões de distribuição espacial e temporal dos bdelóides revelam muitas vezes flutuações irregulares (Ricci e Balsamo, 2000).


  Os fatores que controlam a distribuição e dinâmica populacional das espécies de bdelóides não são bem conhecidos, contudo considera-se que devam incluir a disponibilidade de matéria orgânica particulada e o biofilme como principais fontes alimentares (Swan e Palmer, 2000), a concentração de oxigênio dissolvido tanto na água como no sedimento e o fluxo da água, especialmente nos ambientes lóticos (Palmer, 1990a; Palmer, 1990b) e também a granulometria do sedimento, já que a maioria dos bdelóides é de hábito bentônico (Ruttner-Kolisko, 1955; Ruttner-Kolisko, 1961). O padrão de distribuição espacial mais frequentemente encontrado para os rotíferos bdelóides é a por distribuiçaõ agregada ou em manchas, enquanto a flutuação temporal na abundância das populações é caracterizada por variações irregulares, que provavelmente dependem diretamente da flutuação temporal dos recursos alimentares (Ricci e Balsamo, 2000). A maioria das pesquisas tem tratado de espécies planctônicas, enquanto as bentônicas, e particularmente os Bdelloidea, tem sido um tanto negligenciados (Ricci e Fascio, 1995). Uma possível razão para isso é o fato de que a ausência de lórica dificulta a identificação taxonômica e por isto na maioria das vezes os rotíferos não-loricados precisam ser observados vivos para se evitar uma identificação incorreta (Nogrady e Pourriot, 1995).


  Monakov (2003) destacou em seus estudos o fato de que os Bdelloidea são geralmente filtradores e micrófagos desempenhando um papel crucial no consumo de bactérias em solos úmidos e tendo consequentemente, um papel relevante no ciclo do carbono. Pourriot (1977) sugeriu que muitas espécies de bdelóides são exclusivamente bacteriófagos (por exemplo, Habrotrocha thienemanni), enquanto alguns são fitófagos (por exemplo, Philodina citrina) e outros se alimentam tanto de matéria vegetal como bacteriana (por exemplo, Adineta vaga e Philodina roseola). Em contraste com os monogonontas de ambientes aquáticos (Bogdan et al., 1980; Bogdan e Gilbert, 1982; Boon e Shiel, 1990; Ooms-Wilms et al., 1995), a eficiência de alimentação de bdelóides não foi ainda bem estudada (Erman, 1956; Wallace e Starkweat, 1983). Além disso, a maioria dos trabalhos sobre a filtração de invertebrados (Lampert, 1974; DeMott, 1982; Vanderploeg et al., 1984; Lampert e Brendelberger, 1996) tem sido realizados em baixas temperaturas, características das regiões de clima temperado. Por esta razão tornam-se importantes os estudos com organismos normalmente submetidos a altas temperaturas, que são predominantemente encontradas em regiões tropicais.


  Algumas espécies do gênero Philodina tem sido utilizadas como modelo para vários tipos de estudos, tanto biológicos quanto ecológicos e ecotoxicológicos (Schaefer e Pipes, 1973; Gladyshev e Meselson, 2008; Moreira et al., 2015). Os indivíduos adultos são pequenos, se reproduzem por partenogênese, têm alta fecundidade e curto ciclo de vida. Assim, um grande número de indivíduos pode ser produzido em cada bioensaio, em um curto espaço de tempo. Além de serem facilmente gerados em grande número, os rotíferos do gênero Philodina são altamente representativos de habitats aquáticos em geral, sendo encontrados em uma grande variedade de massas de água doce, incluindo lagos, lagoas, pântanos, rios, córregos e nascentes. Essses rotíferos também podem estar presentes em musgos, hepáticas e líquens, matéria orgânica úmida, solo e até mesmo em tanques de tratamento de águas residuárias (Snell e Wallace, 2010).


  A microalga clorofícea Raphidocelis subcapitata, anteriormente denominada Pseudokirchneriella subcapitata (Krienitz e Bock, 2011) foi a espécie selecionada como alimento para a realização dos bioensaios de filtração e ingestão no presente trabalho. Essa é uma espécie bastante disponível (a partir de coleções de culturas monoespecíficas e axênicas) e mantida em laboratório sob condições de cultura facilmente reproduzíveis (Nalewajko e Olaveson, 1998).


  O presente estudo teve como objetivo determinar experimentalmente em laboratório as taxas de filtração e de ingestão do rotífero Philodina roseola. Esta informação é de grande relevância do ponto de vista ecológico, visto que este mecanismo representa o único processo de obtenção de toda a energia a ser canalizada por cada indivíduo e pela população deste pequeno metazoário para suas diferentes funções fisiológicas sendo assim, determinante para o seu papel funcional na cadeia trófica.


  MATERIAL E MÉTODOS


  Manutenção do cultivo-estoque do Rotifera Philodina roseola


  Philodinaroseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) foi coletado em tanques experimentais de cultivo de plâncton, mantidos na Estação de Aquicultura do Departamento de Hidrobiologia da Universidade Federal de São Carlos, São Carlos, SP, Brasil (21°58'58,4'' S e 47°52'42,6'' W). Os tanques de cultivo são constituídos de fibra de vidro e apresentam dimensões de 2,28 m de largura, 4,28 m de comprimento e 1 m de profundidade. Tem capacidade para 10.000 litros de água. Primeiramente, os tanques foram limpos com hipoclorito de sódio, enxaguados abundantemente com água e deixados para secar até que todo o resíduo de cloro fosse evaporado. Foram, então preenchidos com água declorada, para posterior introdução da microalga Raphidocelissubcapitata e do zooplâncton coletado na Represa do Broa, localizada no município de Itirapina (São Paulo).


  Os indivíduos de Philodina roseola presentes no zooplâncton foram coletados em um destes tanques por meio de arrastos verticais com rede de plâncton de 68 μm de abertura de malha. O material foi armazenado em frascos de polietileno, e no laboratório os rotíferos desta espécie foram separados vivos e utilizados como inóculo para o cultivo. Posteriormente foram identificados com base nas descrições de Koste e Terlutter (2001) e de Koste e Shiel (1986) e tiveram a identificação confirmada pela especialista Dra. Nataliia Iakovenko. Registros fotográficos das características da espécie foram realizados e podem ser vistos no material suplementar.


  Como meio para o cultivo foi utilizada a água reconstituída preparada de acordo com os procedimentos recomendados pela Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2010) e que tinha as seguintes características: pH entre 7,0 e 7,8; dureza entre 40 e 48 mg CaCO3 L-1 e condutividade elétrica de aproximadamente 160 μS cm-1.


  Cultivos-estoque de P. roseola, com grande densidade de indivíduos (em média 116 ind. mL-1) foram mantidos em béqueres de 50 a 250 mL. Os cultivos foram mantidos em incubadora (FANEM® 347 CDG) com temperatura controlada a 25 ± 1 ºC, com fotoperíodo de 16h claro: 8h escuro. Para evitar a evaporação do meio de cultura, os béqueres foram lacrados com filme de plástico e a manutenção das culturas foi realizada de acordo com os procedimentos propostos por Hagen et al. (2009), a cada 76 horas, quando eram renovados a água e o alimento. Os indivíduos de P. roseola foram alimentados com uma suspensão de Raphidocelis subcapitata, cujo biovolume é de 10,5 µm3 (Fonseca et al., 2014) cultivada em meio CHU-12 (Müller, 1972), na concentração de 1 x 105 células mL-1.


  Delineamento experimental


  Para se testar a taxa de filtração do rotífero Philodina roseola em diferentes concentrações alimentares realizou-se um experimento que consistiu na exposição de 10 organismos adultos por réplica, expostos a diferentes concentrações da suspensão algácea de Raphidocelis subcapitata. As concentrações pretendidas foram: 1 x 104; 0,5 x 105; 1 x 105; 0,5 x 106; 1 x 106; 0,5 x 107 e 1 x 107 células mL-1 e para cada concentração foram estabelecidas três réplicas. No entanto, as concentrações reais, determinadas por contagem das células nas suspensões fixadas após o preparo das suspensões, corresponderam respectivamente a: 4,7 x 104; 4,1 x 105; 4,9 x 105; 1,1 x 106; 1,4 x 106; 0,6 x 107; 0,8 x 107 células mL-1. Os valores reais correspondem ao valor médio da concentração de células mL-1 determinado após a contagem do número de células em três réplicas amostrais para cada concentração, em câmara de Neubauer.


  Foram estabelecidos três controles contendo apenas água reconstituída e células algais, para cada concentração, sendo que os controles iniciais e finais foram fixados com solução de formaldeído a 4 %, no início e final do experimento, para posterior contagem do número de células algais em câmara de Neubauer, sob microscópio Zeiss em aumento de 40x, com o objetivo de se verificar a ocorrência ou não de crescimento algal. Antes de cada experimento, os animais permaneceram pelo menos 30 minutos sem qualquer alimento.


  Os experimentos tiveram a duração de uma hora. Os rotíferos adultos utilizados nos experimentos foram obtidos a partir dos cultivos-estoque. O isolamento dos indivíduos foi realizado sob microscópio estereoscópico e estes foram manuseados cuidadosamente com pipetas Pasteur. Foram estabelecidas três réplicas para cada tratamento (concentração), sendo que em cada uma dez rotíferos adultos foram expostos a 3 mL de cada concentração de alga a ser testada.


  Os organismos foram mantidos em vidros de relógio (90 mm de diâmetro) com capacidade de 10 mL e estes encerrados dentro de placas de Petri (110 mm de diâmetro x 15 mm de altura) com tampa para evitar a evaporação do meio. Os experimentos foram mantidos sob a mesma temperatura dos cultivos-estoque (25 ± 1 °C). No início dos testes foram realizadas medidas das variáveis pH, condutividade elétrica, temperatura, dureza da água e concentração de oxigênio dissolvido com a finalidade de se verificar as características da água reconstituída utilizada para as diluições.


  De acordo com Wetzel (1975), os indivíduos selecionados para o experimento devem ter aproximadamente o mesmo comprimento, pois as taxas de filtração são afetadas também pelo tamanho decorrente do estágio no ciclo de vida. Para P. roseola há uma clara distinção de tamanho entre os rotíferos adultos e os juvenis, ainda que por um período limitado de tempo, dado o rápido desenvolvimento (Moreira et al., 2016, no prelo). Assim, no presente trabalho, apenas os rotíferos maiores (tamanho médio de 429,96 ± 28,12 µm), que diferem notadamente em tamanho dos juvenis (tamanho médio de 198,77 ± 25,88 µm) foram coletados e utilizados no experimento.


  Burns (1969) verificou que a sedimentação das partículas alimentares pode influenciar os resultados obtidos para as taxas de filtração de algumas espécies de cladóceros. No presente estudo as suspensões algais nos vidros de relógio foram cuidadosamente agitadas manualmente no decorrer do experimento (quatro vezes) para minimizar a ocorrência de sedimentação.


  Os experimentos tiveram um período curto de duração para que outros fatores, como os resíduos de excreção dos indivíduos da própria espécie, não interferissem nas taxas de filtração. Após o período de uma hora, os rotíferos foram removidos com uma micropipeta de vidro (microcapilar). Em seguida a suspensão algal em cada recipiente- teste foi homogeneizada por agitação e 1 mL foi recolhido para avaliação quantitativa da densidade final da microalga na suspensão utilizada como alimento.


  A análise estatística dos dados obtidos foi feita por meio da aplicação do Teste "t" de Student em nível de 5 % de significância. Os cálculos foram feitos utilizando-se o programa PAST (Hammer et al., 2001), versão 1.37.


  Determinação das taxas de ingestão


  As taxas de ingestão foram calculadas e expressas como o número médio de células algais ingeridas pelos rotíferos (cels ind-1 hora-1) no período de duração do experimento. Para os cálculos a seguinte equação, proposta por Paffenhöffer (1971), foi utilizada:


  [image: ]


  l = A taxa de ingestão (cels ind-1 hora-1); V = volume da amostra no recipiente teste; C0 = concentração inicial da suspensão algal e Ct = concentração final da suspensão algal nos frascos experimentais; t = tempo de duração do experimento (em horas); N (número de rotíferos).


  Taxas de filtração do rotífero Philodina roseola


  A taxa de filtração dos rotíferos foi calculada pelo método de contagem das células algais. Este método consiste na quantificação do número de células do alimento no meio, antes e após um período durante o qual os animais experimentais foram mantidos se alimentando. A taxa de filtração é calculada supondo-se que a taxa de nutrição do organismo seja proporcional à concentração de alimento. Usualmente a concentração de células de alimento diminui exponencialmente com o tempo. Assim, a mudança na concentração do alimento representa uma medida da quantidade de alimento ingerido e pode ser utilizada para o cálculo da taxa de filtração. A seguinte equação dada por Peters (1984) foi utilizada:
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  G = taxa de filtração (mL indivíduo-1 hora-1); V = volume da amostra no recipiente teste; N = número de indivíduos no frasco; t = duração do experimento em horas; C0 = concentração inicial da alga e Ct= concentração final da alga nos frascos experimentais.


  Os cálculos da taxa de filtração foram realizados para cada unidade experimental, sendo em seguida obtidos os valores médios para cada tratamento (concentração).


  RESULTADOS


  As variáveis abióticas medidas na água reconstituída utilizada para a preparação das suspensões algais no experimento das taxas de filtração e ingestão do rotífero Philodina roseola foram: temperatura de 24,2 °C; pH de 7,2; condutividade elétrica de 156,3 µS.cm-1; concentração de oxigênio dissolvido de 6,9 mg.L-1 e dureza de 40 mg CaCO3 L-1. Os valores encontrados estão na faixa considerada adequada de acordo com as recomendações da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2005) e também não houve mortalidade de organismos durante o experimento.


  Não foram encontradas diferenças significativas entre as concentrações de células, iniciais e finais nas suspensões algais mantidas como controle por meio da aplicação do teste "t" de Student, com nível de significância de 5 %, razão pela qual não foram introduzidos fatores de correção para os cálculos da taxa de filtração, pois não houve crescimento significativo da população de algas nos controles.


  Os valores das taxas de ingestão (cels. ind-1 hora-1) de Philodina roseola alimentados com diferentes concentrações de Raphidocelis subcapitata, à temperatura de 25 ± 1 ºC são apresentados na Figura 1. Os valores obtidos evidenciam que a taxa de ingestão máxima ocorreu quando os organismos foram expostos às maiores concentrações. Houve diferença significativa entre as concentrações iniciais e finais entre os diferentes tratamentos, como evidenciado pela aplicação do teste "t".
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  As taxas de filtração de Philodina roseola variaram entre 0,09 e 0,25 mL ind-1 hora-1 nas concentrações testadas de Raphidocelis subcapitata (Fig. 2).
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  DISCUSSÃO


  Os rotíferos da espécie Philodina roseola tiveram aumento contínuo na taxa de filtração com o aumento da densidade celular da alga fornecida como alimento, até atingirem a concentração incipiente limitante, que foi próxima à concentração de 1 x 106 cels. mL-1. Após essa concentração a taxa de filtração decresceu.


  Diversos autores já demonstraram experimentalmente que, acima de uma concentração limite, denominada concentração limiar ou "incipient limiting level" (Rigler, 1961), a taxa de filtração é uma função negativa da concentração de alimento (Mullin, 1963; Richman, 1966; Hotos, 2003). Assim, Porter et al. (1982) encontraram uma concentração incipiente limitante de 0,2 mg C L-1 (1,0 x 104 cels. mL-1) para Daphnia magna alimentada com a alga Chlamydomonasreinhardtii (concentrações expressas em carbono) sendo que as maiores variações nas taxas de filtração ocorreram entre 0,2 e 2,0 mg C L-1 (104 a 105 cels. mL-1). A faixa de concentração de alimento disponível afeta também as taxas de ingestão dos animais (Peters, 1984). Acima de uma concentração incipiente limitante, as taxas de filtração diminuem e as taxas de ingestão podem diminuir, permanecer constantes, ou aumentar ligeiramente.


  No presente trabalho a taxa de filtração diminuiu nas duas concentrações acima da concentração incipiente limitante na ordem de magnitude de 1x106 células mL-1, em virtude das taxas de ingestão terem sido aproximadamente constantes nas duas concentrações mais elevadas, na ordem de magnitude de 107 células mL-1.


  Experiências realizadas por Erman (1956) com Philodina roseola demonstraram dependência quase completa da densidade algal na ingestão deste rotífero ao longo de uma ampla faixa de concentrações, enquanto que para Brachionus urceolaris e Brachionus rubens, uma considerável independência entre a densidade algal e a atividade alimentar foi observada. Esta diferença refletiu-se nas taxas de filtração (clearance rates) das duas espécies, que para P. roseola variaram substancialmente ao longo do gradiente de densidade, enquanto para B. rubens permaneceram constantes.


  Em estudos anteriores há também evidências de que várias espécies de rotíferos respondem de forma diferente a preparações alimentares semelhantes. Assim, as espécies se comportam de maneira diferente, dependendo da natureza das partículas do alimento disponível em suspensão. King (1967) mediu as taxas de filtração da espécie litorânea Euchlanis dilatata cultivada em três tipos de partículas alimentares, Chlamydomonas reinhardtii, Euglena gracilis e E. geniculata, demonstrando que, para esta espécie, as taxas estimadas e os padrões relacionados com a densidade do alimento diferiram ligeiramente entre os alimentos testados. Um resultado semelhante foi também obtido por Devetter (2009) em relação às taxas de filtração de Habrotrocha thienemanni, um rotífero bdelóide alimentado com partículas fluorescentes.


  Existe uma variedade de mecanismos propostos para explicar a progressiva diminuição nas taxas de filtração com o aumento da densidade de alimentos, como por exemplo, Erman (1956) observou que B. rubens, em densidades elevadas de alimento, desacelerou sua velocidade de natação. Halbach e Halbach-Keup (1974) inferiram que a diminuição da taxa de filtração de Brachionus calyciflorus, por eles observada, resultou da interferência de altas densidades de algas sobre o aparelho filtrador. Estes autores sugerem que as estimativas das taxas de ingestão e de filtração podem ser afetadas por alterações na frequência ou quantidade de alimento rejeitado, na intermitência do esforço de alimentação ou pela variabilidade na eficiência de coleta com as alterações no tipo e quantidade de alimento. Gilbert e Starkweather (1977), também apontam que mecanismos regulatórios para a ingestão de partículas em suspensão, como a alteração no dobramento dos cirros do pseudotrochus e as alterações no batimento dos cílios e no funcionamento das mandíbulas podem influenciar as taxas de ingestão de Brachionus calyciflorus.


  Ao compararmos diferentes estudos nos quais são avaliadas as taxas de filtração de microorganismos, diversos aspectos devem ser levados em consideração, como por exemplo, as diferenças nas condições experimentais, os procedimentos utilizados, o período de duração dos experimentos, o tipo de alimento, as diferentes linhagens e as espécies utilizadas no estudo, além das diferenças de tamanho dos animais e da quantidade destes utilizada nos experimentos. A temperatura é uma das variáveis mais importantes, pois é amplamente reconhecido que este é um dos principais fatores que podem alterar as taxas metabólicas de microorganismos aquáticos, e que o volume de água e a concentração das partículas filtradas depende da temperatura (Gophen, 1976). Outro fator que deve ser levado em consideração é a morfologia das algas utilizadas como fonte alimentar nos experimentos. Lürling et al. (1997) registraram taxas de filtração menores para S. obliquus, uma alga colonial, quando comparadas às taxas de filtração de células isoladas da mesma espécie. Além disso, Infante (1973), investigando os valores nutricionais de diversas espécies de algas para algumas espécies zooplanctônicas observou que, em geral, algas com paredes celulares espessas, como Scenedesmus e Stichococcus, não foram muito consumidas.


  De acordo com vários autores, as taxas de filtração tendem a aumentar com o aumento do comprimento do corpo dos organismos zooplanctônicos (Gliwicz, 1991; Macedo e Pinto-Coelho, 2000). A relação entre tamanho do corpo e o tamanho máximo das partículas que poderiam ser ingeridas foi estudada por Burns (1969) e Burns e Rigler (1967) em seis espécies de Daphnia e em Bosmina longirostris. Os resultados apontaram uma forte correlação positiva entre o aumento do tamanho do corpo e o tamanho da partícula ingerida pelas espécies avaliadas. Lürling et al. (1997) realizaram experimentos de herbivoria de curta duração e observaram uma diminuição nas taxas de filtração de Daphnia à medida que diminuía o comprimento da espécie de alga. Bogdan et al. (1980) constataram o mesmo comportamento para o rotífero Keratella cochlearis, onde maiores taxas de filtração eram realizadas por indivíduos de maior tamanho.


  Diversos estudos demonstraram que a alimentação dos rotíferos em pequenas lagoas ou microcosmos artificiais pode reduzir drasticamente a densidade das espécies do nanoplâncton dominante em alguns dias (Diffenbach e Sachse, 1911; Pennington, 1941; Ito, 1955; Ito e Iwai, 1957; Boon e Shiel, 1990), um indicativo das suas elevadas taxas de filtração. Mialet et al. (2013) em um experimento in situ com rotíferos bentônicos da Subclasse Bdelloidea, mostraram que os rotíferos ingeriram seletivamente as cianobactérias filamentosas e ao fazerem isso removeram diariamente uma parte substancial (até 28 %) da biomassa de cianobactérias do corpo d'água estudado. Lionard et al. (2005) analisaram e compararam a eficiência de filtração do micro e mesozooplâncton sobre o fitoplâncton em experimentos in situ utilizando amostras de água natural de três distintos estuários. Nenhum impacto significativo das atividades de filtração do mesozooplâncton foi encontrado em qualquer experimento apesar do fato da densidade do mesozooplâncton utilizado nos experimentos terem sido superiores às densidades no campo. Já para o microzooplâncton, este apresentou um impacto significativo na filtração, em cinco dos seis experimentos realizados, tendo sido responsável pela filtração de 84 % do fitoplâncton inicialmente presente.


  Assim, os rotíferos desempenham um importante papel na ciclagem de nutrientes, tanto em sistemas de águas continentais (Bogdan e Gilbert, 1982), como em sistemas oceânicos (Heinbokel e Beers, 1979), em consequência de apresentarem elevado metabolismo, uma característica intrínseca das espécies de pequeno tamanho, possivelmente decorrente das elevadas razões superfície/volume corporal. Informações sobre a filtração, são relevantes e necessitam ser ampliadas para outras espécies, outros tipos de alimento e diferentes combinações de condições experimentais.


  CONCLUSÕES


  As taxas de filtração do rotífero Philodina roseola diminuem e as taxas de ingestão permanecem relativamente constantes, pelo menos para as duas concentrações acima da concentração incipiente limitante. Consideramos que o conhecimento sobre a taxa de filtração da espécie Philodina roseola, seu principal processo de aquisição de energia, assim como a dos demais rotíferos, abrange questões importantes relacionadas à dinâmica trófica dos ecossistemas aquáticos, especialmente envolvendo os microorganismos. Consideramos ainda que as informações disponíveis são ainda insuficientes para um amplo entendimento envolvendo suas interações bióticas, assim necessitando ser ampliadas para outros tipos de alimento e diferentes combinações de condições experimentais. Esperamos que este trabalho contribua para isso e estimule novas investigações sobre o comportamento alimentar de rotíferos em relação ao nanoplâncton.
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  ABSTRACT


  In order to understand the causes of lack of regeneration in cacao somatic embryos, two cacao varieties with different responses to regeneration potential were described based on their capacity to store different compounds. It is well known that seed reserves play a central role in the regenerative capability of somatic embryos; thus, we followed histochemical changes and reserve fluctuations of proteins, polysaccharides and polyphenols during somatic embryogenesis (SE) in the two cacao varieties. The study showed that, in somatic embryos of the regenerating variety, polyphenols were localized mainly in the periphery of the embryo (epidermal cells) and proteins were the main storage substance in the embryo expression medium, while the non-regenerating variety had a high presence of polysaccharides with random distribution of polyphenols at the end of the embryo induction step.


  Keywords: antioxidants, histology, reserve accumulation, recalcitrance, somatic embryogenesis.

  


  RESUMEN


  Dos variedades de cacao con diferentes respuestas a la regeneración fueron descritas en función de su capacidad para almacenar diferentes compuestos, con el fin de aproximarse al entendimiento de las causas de la falta de regeneración en embriones somáticos de cacao. Es bien sabido que las reservas de semillas desempeñan un papel central en la capacidad de regeneración de embriones somáticos; por tanto, se realizó un seguimiento de cambios histoquímicos y fluctuaciones de reserva de proteínas, polisacáridos y polifenoles durante la embriogénesis somática (SE) en dos variedades de cacao. El estudio mostró que, en los embriones somáticos de la variedad regenerante, los polifenoles se localizaron principalmente en la periferia del embrión (células de la epidermis) y las proteínas fueron el componente principal de almacenamiento en el medio de expresión de embriones, mientras que la variedad no regenerante tenía una alta presencia de polisacáridos y una distribución aleatoria de los polifenoles en el final de la etapa de inducción de embriones.


  Palabras clave: acumulación de reservas, antioxidantes, embriogénesis somática, histología, recalcitrancia.

  


  INTRODUCTION


  Theobroma cacao L is a woody plant cultivated as an important industrial crop throughout tropical regions worldwide. In the last decade, its consumption has increased due to the functional properties conferred by its antioxidant polyphenols. Cacao is well known for its genetic variability due to its natural propagation system (allogamous), which generates a high degree of yield variation (Maximova et al., 2002). Seeds are one of the main sources of genetic variation in cacao because they are, in most cases, the result of cross linking between two genotypes. To minimize the negative effects of seed propagation, traditionally the crops are propagated by asexual propagation, such as rootstocks or grafting. However, these techniques have been described as inefficient and costly (Figueira and Janick, 1995). A potential solution to these problems could be found using selected tissue culture techniques. In cacao, somatic embryogenesis is the most frequently adopted regeneration method, which has been used not only for plant propagation but also for genetic engineering (Loyola and Vasquez, 2006), virus eradication (Quainoo and Dwomon, 2012a) and germplasm preservation (Fang et al., 2004; Juarez, 2012).


  Although somatic embryogenesis has been reported for several cacao varieties from different explants including zygotic embryos, leaves, nucellus and floral explants (Sondahl et al., 1993; Figueira and Janick, 1995; Li et al., 1998; López-Baez et al., 2001; Maximova et al., 2002), a low conversion rate of somatic embryos into normal plants has remained a problem, limiting the utilization of embryogenic cells for genetic transformation and plant breeding (Suarez and Bozhkov, 2008). This in vitro recalcitrance in cacao is not universal, as there are both recalcitrant and non-recalcitrant genotypes. Recalcitrance can be defined as the inability of plant tissue cultures to respond to in vitro manipulations. In broadest terms, tissue culture recalcitrance also concerns the time-related decline and/or loss of morphogenetic competence and totipotent capacity (Benson, 2000). Understanding the causes of recalcitrance in cacao somatic embryogenesis would allow for the determination of in vitro morphological patterns that indicate which genotypes will regenerate during the earlier in vitro process.


  Histological analyses have demonstrated deficiencies in reserve substances in somatic embryos compared with their zygotic homologues (Alemanno et al., 1997; Dodeman et al., 1997), which explains the lack of regeneration in the former. In this respect, information related to nutrient components in the endosperm has also been studied (Dangou et al., 2007). Many perennial plants, such as cacao, are notorious for their ability to produce secondary products, many of which may be phenolic in character. Polyphenol presence has also been associated with in vitro recalcitrance (Bailey-Serres and Mittler, 2006). No histological reports regarding cell features (such as polyphenols distribution) currently exist, and it remains to be identified what causes the lack of regeneration in cacao varieties exposed to tissue culture. The information derived from the cacao embryogeny in non-regenerating and regenerating varieties in tissue culture would allow for recognition of the stages of vigor and subsequent germination (Merkle et al., 1995). In this paper, we evaluate the differences in the distribution of reserve substance level and polyphenols between two varieties, one non-regenerating (ICS95) and one regenerating (BIOB, Colombian variety) in order to understand possible causes of lack regeneration in cacao somatic embryos.


  MATERIALS AND METHODS


  Explant material


  Tissue culture experiments were conducted with two cacao genotypes from San Vicente de Chucuri, Santander, Colombia, coded as BIOB and ICS95. Immature flowers were stored in sterile basal DKW salts (Driver and Kuniyuki, 1984) on ice during transportation and carried to the laboratory for the experiment. Flower bottoms were disinfected according to the protocol of Urrea et al. (2011).


  In previous research (Urrea et al., 2011), we evaluated two types of explants (staminode and petals) and two media culture protocols (Fontanel et al., 2002; Guiltinan et al., 2003) for both varieties BIOB and ICS95. Based on these previous results, we selected the treatments in which embryo formation (present in BIOB and ICS95) and regeneration (present only in BIOB) were present.


  Culture procedure


  Primary somatic embryos from cacao staminodes and petals were produced from two varieties, as previously described (Urrea et al., 2011). The used protocols were divided into three steps: calli induction, embryo expression and maturation, each one composed by a different media.


  Between 50 and 100 explants were cultured for each variety. The cultures were incubated at 25 °C in dark and light conditions according to the protocols, and they were subcultured at four-week intervals in fresh media.


  Light microscopy


  Floral explants (staminodes and petals), calli and embryogenic calli were prepared for conventional light microscopy according to a method modified from Maximova et al. (2002). In brief, a time-course experiment was performed in which embryogenic and non-embryogenic samples (n=56) were fixed for histological examination at 0, 7, 15, 30, 45, 60 and 72 days after culture establishment. The samples were fixed in paraformaldehyde 2% (w/v), glutaraldehyde 1 % (v/v) and caffeine 1 % (w/v) in phosphate buffer (0.2 M, pH 7.2) and then dehydrated in ascending ethanol series (v/v): 70, 80, 90, 95 and 100 % for 20 minutes at each step, followed by imbibition in PARAPLAST paraffin wax (Mercedes Medical, Sarasota, Florida, USA) at 60 ºC. The specimens were cut into blocks and sectioned at 3 µm using a rotary microtome (LEICA Model RM 2125). Sections were double-stained with periodic acid-Schiff reactions (PAS, Merck HX106073) combined with Naphthol Blue-Black (Sigma, USA, 5374263). Samples were in acid periodically for 5 min and then rinsed three times with running tap water followed by distillated water. After, they were submerged in Schiff's reagent for 15 min in the dark. The slides were then rinsed again with running tap water and distilled water (three times).


  Subsequently, slides were stained with Naphthol Blue Black (1 g Naphthol Blue Black in 100 ml 7 % [v/v] acetic acid) for five minutes followed by rinsing under running tap water plus acetic acid 10 % and heating at 60 ºC for 15 min. PAS stains starch reserves and cell wall pink (Martoja and Martoja, 1967), and naphthol blue-black specifically stains soluble or reserve proteins dark blue (Fisher, 1968). With this staining technique, polyphenols are a brown color. Cover slips were mounted with Entellan mounting medium (Ref: 1.07961.0500, Merck) and dried at room temperature.


  Cacao zygotic embryos were also fixed in glutaraldehyde 3 % for 24 hours in phosphate buffer (pH 7.2 at 0.2 M) and free hands cuts were made. Fresh slides were mounted with glicerine. Fresh and permanent slides were examined on a Nikon eclipse 80i light microscope (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan) and digital photographs were taken using a Leica DC 200 digital camera (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany).


  Transmission Electron Microscopy (TEM)


  To verify the presence and distribution of polyphenols in tissues, we used transmission electron microscopy. Samples were fixed in glutaraldehyde 3 % in buffer phosphate 2 M pH 7.2 and refrigerated (4 ºC) for 24 hours. Samples were washed in glutaraldehyde % for 24 hours in buffer phosphate 2 M pH 7.2 for three times. Samples were then fixed in osmium tetroxide (1 %) prepared fresh over1 hour at room temperature and washed in distilled water three times. Afterwards, samples were dehydrated in ethanol 25 % and 50 % at each step and in ethanol 70 % with uranile acetate overnight. Samples were then dehydrated in ethanol 90 % and 100 % for 15 minutes at each concentration. Imbibition in pure acetone was conducted three times at 15-minutes intervals. Imbibition in pure acetone: Spurr resin (1:1) was conducted for a half hour. Later, the samples were imbibed in pure Spurr resin for 1 hour and added to the molds. Polymerization was achieved at 62 ºC for 24 hours. Later, samples were cut in a PawerTome XL ultramicrotome in slides of 70 µm. Samples were processed in a JEOL JEM 1011 Transmission electron microscope adapted with a Gatan camera of 11 mpx.


  RESULTS


  Figure 1A and 1B show the structure of staminodes and petals before the culture. Both, the petals in ICS95 and the staminodes in BIOB comprised distinct layers of epidermal cells, parenchyma cells, vascular bundles and large vesicles full of mucilage. In this stage, the occurrence of polyphenolic cells (brown) was common in both explants around vascular tissue and distributed randomly (Fig. 1C).
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  After seven days of culture, petal and staminode surfaces appeared smooth with large numbers of long trichomes in response to the medium (Fig. 1D, 1G). The cells were characterized by a large quantity of polysaccharides and sub-epidermal and perivascular cells showed strong staining of the nucleus, leading to significant mitotic activity, mainly in petals. The cells were rich in mucilage and polysaccharides, and the latest were observed as granular shaped structures (Fig. 1E, 1F, 1H). Polyphenols were distributed randomly in both explants (Fig. 1I).


  Fifteen days after the establishment, callus formation was observed in both explants toward the periphery (Fig.1J, 1M). In ICS95, this event was localized firstly in the petal base (Fig. 1K). In BIOB, the calli formation is clear all over the periphery of the staminode (Fig. 1N).


  In both explants, the tissue was divided into zones differentiated by cell type. The meristematic region had a defined separation formed by thin cell walls, with dense cytoplasm which were separated from the surrounding larger and more vacuolated cells in the tissue (Fig. 1K, 1N). From the explant base toward the periphery, swollen cells were observed emerging from the epidermal cells and the progressive synthesis of storage molecules occurred. The cytoplasm of meristematic cells contained starch and proteins as shown by specific coloration for both explants. During this period, a globular structure from petals, with a high meristematic activity was observed, originating from epidermal cells for ICS95 (Fig. 1L). In BIOB, nodular calli with meristematic cells were formed from the epidermal cells, showing anticlinal division with high protein content (Fig. 1N). Additionally, inside the tissue, round and dense structures rich in polysaccharides were present, which were surrounded by a thin layer of cells containing polyphenols (Fig.e 1O).


  On the thirtieth day of culture, nodules of granular calli containing meristematic cells were visible in the periphery in ICS95 (Fig. 2A). These periclinal cells accumulate a large protein quantity reserve in the central nuclei, which occupies the main part of the cellular volume. Later, meristematic cells developed embryonic features (Fig. 2B). A globular structure was observed with high protein content, but it was not possible to differentiate either a medulla or an epidermal layer (Fig. 2C).
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  In BIOB, the embryo formation was raised from an epidermal cells as well as from parenchymal cells inside the callus. The embryo showed different layers varying in cell content. It was possible to differentiate a medulla with larger cells in the inner part from the periphery, showing a suspensor-like growth at the micropilar pole (Fig. 2D). Occasionally, centers of meristematic activity were found in the highly vacuolated inner region. The cell indicated high polysaccharide and protein content (Fig. 2E). At this stage, the embryo cells started to elongate and a diffuse vascular tissue was present (Fig. 2F). Polyphenols were only distributed in the periphery of the embryo structure.


  On the forty-fifth day, two morphological types of calli were clearly recognizable in ICS95. The first type consisted of round, translucent glassy-white cells (TC); mainly parenchymal cells were observed under the scope. Few somatic embryos were developed of this type of callus (Fig. 2G). The second type consisted of waxy-yellow cells (WC), which were not found in association with somatic embryos (Fig. 2H). Globular embryos that formed in ICS95 did not differentiate any further. Instead, polyphenols, polysaccharides and proteins were distributed randomly inside these cells (Fig. 2I).


  For BIOB, three types of calli were recognized: a vitreous granular-white calli (TC); waxy granular brown calli (WBC); and filamentous white calli (FC) (Fig. 2J). Embryos always originated from brown granular calli (WBC). Most of the polyphenols in the embryo were only restricted to the periphery (Fig. 2K). The embryos in this step were elongated and exhibited a definite vascular tissue associated with polyphenolic cells and proteins were more concentrated in the apical zone of the embryo (Fig. 2L).


  In ICS95, sixty days after establishment, the somatic embryos took on a dark brown color (Fig. 3A) and were full of polyphenols mixed with proteins and polysaccharides (Fig. 3B). The tissue did not present any further divisions, which indicated the somatic embryogenic process was stopped (Fig. 3C).
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  In BIOB embryos, a remarkable change was observed compared to ICS95 embryos. Polysaccharide content diminished, while proteins became the main content in the embryos. It was possible to see a medulla and epidermal layer inside them. The somatic embryos presented a definite polarity, leaf primordia and apical meristem. The embryonic masses were spatially isolated from the surrounding cells, which confirmed that somatic embryogenesis occurs in each mass independently. Subsequently, these cellular groups developed into mature somatic embryos.


  In BIOB, polyphenols were not present inside the tissue but distributed in the periphery of the epidermal embryo cells. At this stage, the primary somatic embryos acquired a protoderm and procambial bundles and then shoot and root meristems, going through the globular (Fig. 3D), torped-shaped (Fig. 3E) and cotyledonary stages (Fig. 3F) that resemble zygotic embryo development. During this process, cortical parenchyma of young embryos were still in the process of differentiation. The somatic embryos contained mainly protein reserves in their cortical and medulla parenchyma.


  After seventy-two days, the waxy-yellow embryos turned a waxy brown color in ICS95 (Fig. 3G). It was not possible to see an epidermal layer or cortical cells in any of the globular embryos, and they were full of polysaccharides (Fig. 3H). The polyphenols and proteins were also present and distributed randomly (Fig. 3I). Finally, the embryos lost their regeneration capability.


  In BIOB, somatic embryos were isolated from maternal tissue, confirming the parameter of independence (Fig. 3J). Some of the formed somatic embryos became sites of active adventitious embryogenesis (Fig. 3K). The process of secondary embryo production took place at the periphery of preexisting embryos with to a budding process with no prior callus. These embryos presented a high protein content similar to that of fused embryos (Fig. 3L).


  To confirm the presence and distribution of polyphenols in somatic embryos, we used TEM. This technique allowed us to observe peripheral localization (epidermal cells) of the polyphenols in cacao zygotic embryos (Fig. 4A), coinciding with the somatic embryos of the regenerating variety BIOB (Fig. 4B). For the non-regenerating variety ICS95, the polyphenol distribution were randomly (Fig. 4C). To conclude all results are summarized in the table 1.
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  DISCUSSION


  One major problem of plant regeneration from somatic embryos is their limited amount of available storage compounds, lacking the extra-embyonal reservoir zygotic embryos have at their disposal (Alferman et al., 2003). Most of papers focused in demonstrating those compounds limitations, however, their distribution is not taking into account.


  Somatic embryo production in cacao is a complex and difficult process mainly because of the wide range of genotypes which show diverse responses to the tissue culture treatments (Maximova et al., 2008). The responses may vary during the embryogenic processes and thus may be positive during the early stages such as the callus formation and callus differentiation stages and negative during the later stages of maturation (Janick et al., 1980; Pence, 1995).


  Regarding the induction of cacao somatic embryogenesis, several authors have studied the response of floral explants to callus formation, obtaining different results according to the methodology used (Sondahl et al., 1993; Li et al., 1998; López-Baez et al., 2001). Similarly, in this work, although all treatments induced callus formation, in both staminodes and petals, the response varied depending on the genotype and culture media used (Fig. 1J, 1M). Similar responses have been reported in Coffea spp, Cydonia oblonga Mill and Robinia pseudoacacia L, among other crops (Sreenath et al., 1995; Han and Park, 1999; Etienne et al., 1999; Fisichella et al., 2000).


  In this work, at the end of the callogenesis step, the calli were made up of granular nodules comprising meristematic cell groups of various sizes surrounded by parenchymal cells. In the expression medium, a specific area was observed forming well-developed meristematic zones. One month later, some meristematic cells acquired embryonic characteristics similar to those found in the cells of young zygotic embryos, a result that agreed with Alemanno et al. (1996) (Fig. 2B, 2E). The cells had a dense cytoplasm, a large strongly colored nucleus rich in proteins and some starch bodies similar to Kononowicz et al. (1984) working with cacao. The meristematic activity was observed early in day seven for ICS95 (Fig. 1F). Some of the clustered cells became clearly differentiated from neighboring cells, and finally the embryos appeared (Fig. 2B). These embryos did not go into further differentiation, and they were rich in polysaccharides and polyphenols, which were randomly distributed. In the BIOB variety, the embryos had high protein content and acquired a protodermis (characterized for the presence of polyphenols), procambial bundles and apical shoot and root meristems, passing through all stages and thus mimicking ontogenesis in zygotic embryos (Fig. 2L).


  We hypothesize possible answers to plant regeneration can reside in the storage compounds, not only in their presence but also in their distribution. So, in relation to the polysaccharide and protein content in somatic embryos Noah et al. (2013), evaluated the cacao SE proteome and made a functional classification of the identified proteins. They highlighted seven categories: (1) carbohydrate metabolism; (2) energy metabolism; (3) amino acid metabolism; (4) genetic information processing; (5) cellular processes; (6) stress response; and (7) defense. As described above, embryogenesis is a complex developmental process which is extensively based on carbohydrate metabolism (including sugar conversion), as previously reported in Picea glauca (Iraqi and Tremblay, 2001), Cyclamen persicum (Rode et al., 2012) and in Phoenix dactylifera (Sghaier-Hammami et al., 2009). The explanation for extensive carbohydrate metabolism is the heavy energy demand required for metabolic processes that occur during cell division and elongation (Kroon and Williams, 1999). At the 15th day, ICS95 embryos were formed, where protein and polysaccharide presence were kept constant during embryo induction. In BIOB, during the last stages of the maturation process, somatic embryos were visible from day 30, accompanied by a changes in cell content such as a reduction of polysaccharides and the high protein content occupying the main cell volume.


  Interestingly, Noah et al. (2013) demonstrated that SE of Theobroma cacao may undergo precocious mobilization of storage compounds which may be the reason for the lesser vigor of derived plantlets compared to those originating from zygotic embryogenesis. This result is congruent with ours, where meristematic activity and the mobilization of storage reserve occurred earlier in ICS95 than BIOB. Consequently, the induced somatic embryos in ICS95 did not undergo differentiation.


  It has been reported that cacao SE proteomes include a higher abundance of proteins involved in other metabolic pathways of carbohydrate metabolism, such as lactoylglutathionelyase, malate synthase, a putative L-galactose-1-phosphate phosphatase and malate dehydrogenase (Noah et al., 2013). Furthermore, oxidative phosphorylation, represented by high contents of NADH-ubiquinone oxidoreductase, ATP synthase and flavoprotein, indicate that these embryos undergo extensive oxidation processes (Griffiths, 1958; Omokolo et al., 1997; Sanbongi et al., 1998).


  Additional factors associated with recalcitrance in the process of in vitro development have been described, including "whole plant physiology of the donor" in which life cycle, reproduction, explant choice and rejuvenation capability all affect the tissue cultures. Other factors is "in vitro plant stress physiology" have also been considered, including production of ethylene by plant tissue cultures, sensibility of tissues to plant growth regulators and the oxidation of explants (Li et al., 1998; Benson, 2000).


  Under stressed conditions, plant cells change their metabolism, growth and development in order to be suited for new environment conditions (Dahleen and Bregitzer, 2002). Somatic cells of plants require several stress factors to switch their developmental program to a specific physiological state that allows the reprogramming of gene expression towards acquisition of embryonic competence (Pasternak et al., 2002). In Theobroma cacao, a set of stress factors encompassing wounding, salt content and several growth regulators such as TDZ, Kinetin, ANA are required to turn somatic cells of floral explant into competent embryonic callus cultures (Li et al., 1998; Traore et al., 2003). Other plant growth regulators, such as 2,4-D, (used for both varieties), are especially recognized as oxidative stress inducers, and auxin-induced proteins are also involved in somatic embryogenesis (Omokolo et al., 1997).


  An explanation for the lack of regeneration of the ICS95 embryos could be related to the presence of Thidiazuron (TDZ) in the medium. According to Quainoo and Dwomo (2012b), cacao tissue is highly sensitive to TDZ concentration because ethylene levels in cells can increase and affect the metabolism of endogenous cytokinins. Moreover, in this variety, organized apical meristems were absent, like in cacao somatic embryogenesis as reported by Dodeman et al., (1997) as well as with soybean by Barwale et al., (1986) and Vitis longii by Gray and Mortensen (1987). Goebel-Tourand et al., (1993) suggested that somatic embryogenesis implies several interactions where the alteration in one factor may triggers continuos uncommon abnormal events. However, with the BIOB variety, the organization of apical meristematic zones were identified in concordance with Dodeman (1997), where once the primary meristems are formed, embryogenesis sensu stricto can be considered as completed and the subsequent stages of development are focused on the phenomena associated with maturation.


  In this study, vitreous granular-white calli and brown granular calli were associated with embryo formation in the expression medium (30 days after establishment). However, embryos derived from white calli did not undergo differentiation. According to Juarez (2012), the brown calli are the type where somatic embryogenesis successfully occurs in cacao. This assumption is in accordance with a result obtained in cotton, where the fawn-brown calli showed better potential to develop into somatic embryos (Wang et al., 2006).


  The oxidation of explants in culture initiation is a frequent cause of early in vitro recalcitrance in tissues because of a high phenolic content (Anthony et al., 1999). The problem is most prevalent in woody plant tissues (like cacao), as they have high levels of phenols associated with secondary thickening and lignification and, in other cases, with the production of secondary metabolites. The oxidation of phenolic compounds could be associated with factors such as wound response, sterilization process and specific components of the tissue culture media (e.g., metal cations), among others (Pearce et al., 1998; Benson, 2000; Lattanzio et al., 2006).


  In this study, polyphenols were present in the tissues of both regenerating and non-regenerating embryos. However, the distribution of polyphenols in these tissues was differently established. The peripheral distribution found in somatic embryos of the BIOB variety agreed with the pattern found in zygotic embryos (Fig. 2K, 4A). Moreover, consistent with Alemanno et al. (2003), somatic embryos that regenerated were free of inner polyphenols, and only small amounts were distributed in the periphery of the embryo epidermal layer, while in the non-regenerating variety, embryogenic calli were compact and such structures contained polyphenols randomly distributed across all tissues. Polyphenols were abundant in staminodes and petals on day 0, but their distribution changed during the development process according to genotype and embryogenic capacity. Positioning of polyphenols externally was observed in zygotic embryos of cacao (Fig. 4A) and has been observed in other plants (Zobel et al., 1989; Salatino et al., 1993).


  The polyphenol distribution pattern found in somatic embryos of the regenerating variety could indicate that, under the in vitro conditions evaluated, the genetic reprogramming of tissues was coincident with that found in cacao zygotic embryogenesis, which explains the regenerative capability of this variety. Therefore, it was speculated that the distribution of phenolic compounds to periphery in somatic embryos might reflect the natural process in zygotic embryos, which polyphenols go through the cell wall, and store in the intercellular spaces outside the cell, to inhibit the pathogens invading from the apoplast pathway and start the first defense barrier in time after the plant was harmed or infected. As to the abundant phenolic compounds in the vascular parenchyma cells, it might perform important protective effect on preventing the pathogen from spreading via vessels and guaranteeing the normal transportation of the nutrients in the phloem (Li et al., 2012). The changes in protein and polysaccharides are additional evidence in support of this hypothesis.


  CONCLUSIONS


  Embryogenic capacity, therefore, seem to be associated with a balanced concentration and distribution of polyphenols. High concentrations are associated with the non-regenerating response of somatic embryos (Alemanno, 2003) and histolocalization of phenolic compounds could be a marker to distinguish regenerating and non-regenerating embryos. Further early screening of phenol content in the tissue culture will help in predicting developmental events in cacao. Similar studies are required in other cacao genotypes and related species in order to confirm if the distribution of polyphenols can serve as a marker of regeneration in somatic embryos.
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  ABSTRACT


  Nitrogen concentration is an essential parameter in cyanobacterial cultures to produce enriched biomass with biotechnological purposes. Growth and biochemical composition of Nostoc LAUN0015, Nostoc UAM206, Anabaena sp.1 and Anabaena sp.2 were compared at 0, 4.25, 8.5 and 17 mM NaNO3. Cultures under laboratory conditions were maintained for 30 days at a volume of 500 mL. Anabaena sp.1 yielded the highest value of dry mass of 0.26 ± 2.49 mg mL-1 at 8.5 mM NaNO3. For chlorophyll, phycocyanin and phycoerythrin, maximum values were achieved at 17 mM NaNO3 with 18.09 ± 1.74, 102.90 ± 6.73 and 53.47 ± 2.40 μg mL-1, respectively. Nostoc LAUN0015 produced its maximum value of protein 644.86 ± 19.77 μg mL-1, and 890 mg mL-1 of carbohydrates in the absence of nitrogen. This comparative study shows that the most efficient strain for the production of protein, carbohydrates and lipids in diazotrophic conditions corresponded to Nostoc LAUN0015. However, Anabaena sp.1 and Anabaena sp.2 required high nitrogen concentrations to achieve higher values of metabolites, comparing with Nostoc strains. Nitrogen dependence for the production of pigments and high protein production in strains of Anabaena and in diazotrophic conditions for Nostoc was demonstrated. Nostoc can be cultured under nitrogen deficiency and Anabaena in sufficiency, for biomass production enriched with proteins and carbohydrates.


  Keywords: Anabaena, biochemical composition, biomass, culture, nitrate, Nostoc.

  


  RESUMEN


  La concentración de nitrógeno constituye un parámetro esencial en cultivos de cianobacterias para la producción de biomasa enriquecida con fines biotecnológicos. Se comparó el crecimiento y composición bioquímica de las cepas Nostoc LAUN0015, Nostoc UAM206, Anabaena sp.1 y Anabaena sp.2 a 0, 4,25; 8,5 y 17 mM NaNO3. Los cultivos en condiciones de laboratorio fueron mantenidos durante 30 días a un volumen de 500 mL. En masa seca, Anabaena sp.1 obtuvo el mayor valor, con 2,49 ± 0,26 mg mL-1 a 8,5 mM NaNO3. Para clorofila, ficocianina y ficoeritrina, los máximos se alcanzaron a 17 mM NaNO3 en Anabaena sp.1, con 18,09 ± 1,74; 102,90 ± 6,73 y 53,47 ± 2,40 μg mL-1, respectivamente. Nostoc LAUN0015 produjo su máximo valor de proteínas de 644,86 ±19,77μg mL-1, y alrededor de 890 μg mL-1 de carbohidratos en ausencia de nitrógeno. El estudio comparativo indica que la cepa más eficiente para la producción de proteínas, carbohidratos y lípidos, en condiciones diazotróficas, correspondió a Nostoc LAUN0015. En cambio, las cepas de Anabaena sp.1 y sp.2 requieren de elevadas concentraciones de nitrógeno para alcanzar los mayores valores de metabolitos, respecto a las cepas de Nostoc. Se demuestra la dependencia de nitrógeno para la producción de los pigmentos y la alta producción proteica en las cepas de Anabaena y en condiciones diazotróficas para Nostoc. Esta última puede ser cultivada bajo una deficiencia de nitrógeno y Anabaena con suficiencia para la producción masiva de biomasa enriquecida con proteínas y carbohidratos.


  Palabras clave: Anabaena, biomasa, composición bioquímica, cultivo, nitrato, Nostoc.

  


  INTRODUCTION


  Cyanobacteria or blue-green algae are photosynthetic microorganisms that can be used to produce high-value compounds (Vincent, 2009). These include high protein content; capacity to synthesize all amino acids (and provide the essential ones to humans and animals); presence of carbohydrates composed of starch, glucose, sugars and non-digestible polysaccharides (agar, carrageenan and alginate); lipids in the form of glycerol and fatty acids of the ω-3 and ω-6 families; and a valuable content of many essentials vitamins, minerals and antioxidant substances (Harun et al., 2010). With this biochemical composition is not a surprise that this microorganism can be used as a food source for animal and humans (Gantar and Svirčev, 2008; Cunningham and Joshi, 2010).


  Dried microalgal biomasses typically contain 46-63 % protein, 8-17 % carbohydrates, and 4-22 % lipids, as well as a wide range of vitamins and other biologically active substances such as bioactive peptides and pigments (Gantar and Svirčev, 2008).


  Nostoc, an edible blue-green alga, is a cyanobacterium that has been grown and cultivated for medicinal uses for centuries (Gantar and Svirčev, 2008). Recent studies have indicated that Nostoc contains cryptophycin, a compound that inhibits cancer cell growth, as well as anti-viral compounds (Cunningham and Joshi, 2010; Sharma et al., 2011).


  Filamentous cyanobacteria Nostoc, Spirulina, Arthrospira, Anabaena, Aphanizomenon, Rivularia, and many others are particularly attractive for the production of high quality biomass, because they represent a source of protein and a variety of chemicals and pharmaceuticals (Gantar and Svirčev, 2008).


  Despite the great interest in culturing microalgae and cyanobacteria, it is estimated that only 10 % of existing species have been studied in order to know their physiology and their potential as producers of biocompounds, especially in relation to tropical strains (Rasmussen and Morrissey, 2007). Therefore, the aim of this work was to evaluate the gross biochemical characteristics of two stains of Nostoc, and two strains of Anabaena, cultivated in different nitrogen concentrations in order to prove their potential use as food or supplement, especially as a protein source.


  MATERIALS AND METHODS


  Filamentous heterocystous cyanobacteria studied were: (1) Nostoc LAUN 0015, isolated form a humid environment in Bogota, Colombia; (2) Nostoc UAM206, isolated from an inundated rice field in Valencia, Spain; (3) Anabaena sp.1, from activated sludge of a treatment plant; and (4) Anabaena sp.2 from an oil pit in Venezuela.


  Cultures by triplicate were maintained in 1 L flasks with 500 mL culture medium composed of sterilized tab water enriched BG-11 culture medium (Rippka et al., 1979). Flasks were inoculated to an absorbance of 0.08 at 750 nm, and incubated at 29 ± 2 °C under a 12h-light/12h-dark cycle with a light intensity of 156 mmol of photons s-1 m-2 and constant aeration of 4.95 ± 0.03 mL s-1.


  Growth was evaluated at four different sodium nitrate concentrations by using 0, 4.25, 8.5 and 17 mM NaNO3, equivalent to 0, 25, 50 and 100 % of nitrate concentration present in BG-11 culture medium.


  Growth was determined by turbidity (OD750 nm). Biomass was harvested by centrifugation to 10 x103 g for 10 min. Frozen biomass, stored to -20 ºC, were used for all the biochemical analyses, except for pigments and dry weight, for which fresh biomass samples were used. The protein content was determined by the modified Folin-Lowry method (Herbert et al., 1971). Pigments were extracted in methanol (99 %) at 4 °C overnight and measured by spectrophotometric methods (Strickland and Parsons, 1972; Marker and Jinks, 1982). Carbohydrates were measured by the phenol-sulfuric acid method (Kochert, 1978). Dry weight was determined using a Millipore© filtration system, with 0.45 µm fiberglass filter, by the method of Utting (1985).


  Statistical analyses were performed with SPSS 15.0, using analysis of variance (ANOVA) and Sheffé's test to examine differences in cellular density and biochemical composition between different nutrient concentrations.


  RESULTS


  For biomass production there were different patterns for every strain of cianobacteria (Table 1). Nostoc strains produced higher biomass values to lower sodium nitrate concentrations, with maximum of 1.32 ± 0.12 and 1.56 ± 0.16 mg mL-1, at 0 mM NaNO3, for Nostoc LAUN0015 and Nostoc UAM206, respectively (p < 0.05). Anabaena strains enhanced biomass production increasing nitrogen concentration until 8.5 mM NaNO3. Anabaena sp.1 reached the highest biomass production of 2.49 ± 0.26 mg mL-1 (p < 0.05).
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  Chlorophyll a and carotenoids production from filamentous cyanobacteria to different nutrient concentrations are shown in Figure 1. Production of these pigments seems not to be influenced for nitrogen concentration, except for Nostoc LAUN0015. This strain showed a diminishing of pigment production with an increase of nitrogen. Maximal production for Nostoc LAUN0015 was obtained at 0 mM NaNO3 with 2.56 ± 0.28 and 0.84 ± 0.04 µg mL-1 for chlorophyll a and carotenoids, respectively (p < 0.05).
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  The remaining strains showed higher levels of pigments with increasing nitrogen concentration. Nostoc UAM206 obtained 2.37 ± 0.26 and 2.46 ± 0.26 µgmL-1 for chlorophyll a at 4.25 and 8.5 mM NaNO3, respectively; with no significant differences (p > 0.05). In contrast, carotenoids reached their peak between 8.5 and 17 mM NaNO3 with 1.21 ± 0.12 and 1.13 ± 0.11 µg mL-1, respectively (p > 0.05).


  Anabaena strains obtained their higher values of liposoluble pigments to the highest nitrogen concentration. Anabaena sp.1 produced 1.74 ± 18.09 and 2.99 ± 0.15 µg mL-1 of chlorophyll a and carotenoids, respectively. Anabaena sp.2 achieved 15.04 ± 1.33 µg mL-1 of chlorophyll a and 2.44 ± 0.32 µg mL-1 of carotenoids. These values were obtained at 17 mM NaNO3, although there was no significant difference (p > 0.05) with respect to treatments 4.25 and 8.5 mM NaNO3.


  Figure 2 shows production of hydrosoluble pigments (phycocyanin and phycoerythrin). Nostoc LAUN0015 (Fig. 2) showed for phycoerythrin, the same trend observed in the liposoluble pigments, with the highest value of 23.68 ± 2.33 µg mL-1 in the absence of nitrogen (p < 0.05). Highest values of phycocyanin, 14.04 ± 0.83 and 13.97 ± 0.23 µg mL-1, were obtained at 0 and 4.25 mM NaNO3, respectively; with no significant differences (p > 0.05).
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  Nostoc UAM206 showed statistical homogeneity (p > 0.05) for phycocyanin, phycoerythrin production from 0 to 8.5 mM NaNO3. Maximum values of phycocyanin and phycoerythrin 11.55 ± 1.05 and 13.10 ± 1.04 µg mL-1 were obtained at 8.5 and 0 mM NaNO3.


  Anabaena strains showed an increase in hydrosoluble pigments with nitrogen concentration. Anabaena sp.1 (Fig. 2) reached the highest values at 8 and 17 mM NaNO3 with 94.31 ± 4.82 and 102.90 ± 6.73 µg mL-1 and 49.83 ± 2.54 and 53, 47 ± 2.40 µg mL-1 for phycocyanin and phycoerythrin, with no significant difference (p > 0.05). Meanwhile, Anabaena sp.2 produced 85.46 ± 9.95 and 45.27 ± 3.49 µg mL-1 for phycocyanin and phycoerythrin to a nitrogen concentration of 8.5 mM NaNO3 (p < 0.05).


  Nostoc LAUN0015 produced highest phycocyanin and phycoerythrin values at 0 and 4.25 mM NaNO3, compared to Nostoc UAM206. Anabaena strains produced higher content of these pigments, compared to Nostoc. Highest phycocyanin and phycoerythrin production in Anabaena sp.1, at 17 mM NaNO3, were 7.33 and 2.26 times higher than the highest productions achieved for Nostoc LAUN0015, growing with no nitrogen. The production order for phycobiliproteins was: Anabaena sp.1 > Anabaena sp.2 > Nostoc LAUN0015 > Nostoc UAM206.


  In general, protein production seemed to be enhanced at medium to high nitrogen concentrations (Fig. 3). On the other hand, Nostoc LAUN0015 achieved maximum value in the absence of nitrogen with 686 ± 19.77 mg mL-1(p < 0.05). Maximal values for protein concentration for Nostoc UAM206, Anabaena sp.1 y Anabaena sp.2 of 442.14 ± 17.09, 897.64 ± 46.94 and 758.13 ± 11.53 mg mL-1were achieved at 8.5 mM NaNO3 (p < 0.05).
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  Carbohydrate production for filamentous cyanobacteria under study at different nitrogen concentrations were summarized in Table 2. Nostoc and Anabaena strains presented two different patterns. Nostoc seems to accumulate carbohydrates under absence of nitrogen in the culture, while Anabaena accumulates carbohydrates in high nitrogen concentrations.
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  Carbohydrate maximum production for Nostoc LAUN0015 and Nostoc UAM206 were 895.12 ± 6.74 to 893.43 ± 34.59 mg mL-1 at 0 mM NaNO3, with no statistical differences (p > 0.05). For Anabaena maximum values were reached at 4.25 and 8.5 mM NaNO3 with 912.61 ± 65.98 and 817.49 ± 38.24 mg mL-1 for Anabaena sp.1 and Anabaena sp.2, respectively. These values did not differ significantly with respect to the treatments where nitrogen was added to the culture (p > 0.05), but did respect to the absence of nitrogen (p < 0.05).


  DISCUSSION


  In Synechococcus, Synechocystis, Oscillatoria agardhii and O. redekei, a positive correlation between nitrogen concentration and growth, using low concentrations, from 0 to 2.5 mM NaNO3 have been described (Foy, 1993; Hu et al., 2000). Increased biomass production from Nostoc strains at low nitrogen concentrations seems not to be related neither with increased cellular production nor intracellular accumulation of metabolites, but with the increase in exopolysaccharide production; which is very common in cyanobacteria strains under nutritional stress conditions (Otero and Vincenzini, 2004). Because there is no simple method to determine dry weight from free cells, with no capsular polysaccharide, it was included within the value of dry weight.


  Nostoc and Anabaena strains were capable of diazotrophic growth, which means that these strains do not need a nitrogen source in the culture medium for growth (Whitton and Potts, 2012). Nitrogen-fixing cyanobacteria are widespread among filamentous heterocyst-forming genera, such as Anabaena, Nostoc, Rivularia, Stigonema and Scytonema, among others (Tsygankov, 2007). Its ability to grow at different nitrogen concentrations shows its physiological versatility to adapt to diverse environments, even when nitrogen is limiting or absent. Therefore, its growth at low nitrogen concentrations is supported by the nitrogen-fixing process (Loreto et al., 2003).


  Similar studies has been verified that cyanobacteria grow better with higher levels of nitrogen (Jonte et al., 2003; Loreto et al., 2003; Rosales et al., 2006; Fuenmayor et al., 2009; Rosales Loaiza and Morales, 2013). However, it should be noted that this characteristic is not present in all cyanobacterial cultures. Growth differences, in relation to environmental conditions such as light, temperature, and pH, can be found even within strains of the same specie (Jonte et al., 2003; Vonshak and Torzillo, 2004).


  Results from chlorophyll a provide important tool that helps to quantify the growth of a phototrophic organism. There is considerable evidence that supports the fact that the amount of chlorophyll is positively correlated with cell density or biomass (Serpa and Calderon, 2006). Results showed that Anabaena sp. 1 is an excellent source of chlorophyll a, with commercial interest, especially for its antioxidant properties (Lanfer-Marquez et al., 2005). The order of production of both chlorophyll a and total carotenoids was as follows: Anabaena sp.1 > Anabaena sp.2 > Nostoc LAUN0015 > Nostoc UAM206.


  Also, it was demonstrated that pigment production is suitable at low and intermediate nitrogen concentrations. In Anabaena, highest value was found at 17 mM NaNO3, but this value was just 1.06 times higher than chlorophyll concentration obtained at 4.25 mM NaNO3; despite the fact that nitrogen concentration was increased three times. This finding has great importance, especially for industrial purposes, because the use of low nitrogen concentrations yields a very good chlorophyll a production, without causing great expenses.


  The situation is more evident with Nostoc LAUN0015 which the best result for liposoluble pigments achieved in total absence of nitrogen. Chlorophyll a and carotenoids production was 1.6 and 1.5 times higher under complete absence of nitrogen compared to the highest concentration of 17 mM NaNO3, which verifies the high diazotrophic capacity for growth and pigment production in this strain.


  Pigment content depends on the nitrogen source and concentration (Simeunović et al., 2013). In fact, for nitrogen non-fixing strains, the first biomolecule degraded in the process of cellular acclimation under absence of nitrogen are phycobiliproteins (Baier et al., 2001; Simeunović et al., 2013).


  Synthesis of pigments, especially phycobiliproteins, is particularly susceptible to environmental influences. In general, the low phycocyanin production in nitrogen-limited cultures obeys to degradation processes in order to mobilize this chromoprotein, for most primary processes such as growth (Lewitus and Caron, 1990); but results showed that at least for Nostoc; nitrogen limited cultures actually produce more phycobiliproteins than non-limited cultures. This can be explain through nitrogen fixation.


  Heterocystous cyanobacteria, such as Nostoc and Anabaena, are capable to fix the atmospheric nitrogen, to produce chlorophyll, carotenoids and phycobiliproteins in significant quantities, and that can be seen in the results, especially with Nostoc strains. Therefore, production of these microorganisms represents a metabolic strategy with great biotechnological interest, for being produce under diazotrophic conditions. This non-nitrogen culture conditions, it would produce savings in biomass production, since much of the cost of mineral nutrients (i.e. fertilizers) is in the transport of their mass (Stephens et al., 2012). Nutrient supply constitutes a primary limitation for mass production for food and fuel (Stephens et al., 2012; Acien et al., 2015).


  Decrease in carotenoid content in nutrient-limited cultures, suggests that these strains do not accumulate carotenoids under nitrogen deficiency, such as Pseudanabaena, Oscillatoria, Chlorella and Dunaliella (Canto de Loura et al., 1987; Hu, 2004). Previous reports stated an increase in pigment and protein production with high nitrate concentration in Gleotrichia sp. (Pattnaik and Singh, 1978), Merismopedia tenuissima (Konopka and Schnur, 1981), Chroococcidiopsis sp. (Billi and Grilli, 1996), Anabaena sp. PCC 7120 (Loreto et al., 2003) and Synechococcus sp. (Rosales et al., 2006).


  Nostoc LAUN0015 seems to improve pigment production in total absence or low nitrogen concentrations in the culture medium. This case seems that nitrogen fixation is a more effective than nitrogen assimilation from the surrounding environment.


  Increase in biomass and protein production by increasing nitrogen concentration, as it seen in result of Nostoc and Anabaena, has been widely supported by various reports from Pseudanabaena (Leal et al., 2001), Anabaena (Loreto et al., 2003), Oscillatoria (Saha et al., 2003; Fuenmayor et al., 2009), Chaetoceros (Leonardos and Geider, 2004), Synechococcus (Rosales et al., 2006), Dunaliella (Rosales Loaiza et al., 2007) and Spirulina platensis (Colla et al., 2007).


  It has been shown that several environmental factors including nutrients status, light, salinity, among others, not only affect photosynthesis and productivity of algal cells, but also influence the overall metabolic activity and cellular composition (Hu, 2004; Guschina and Harwood, 2009).


  Microalgae and cyanobacteria are known to modulate the production of both exopolysaccharides and endopolysaccharides in response to various environmental factors, such as salinity stress, high irradiances, and nitrogen deficiency (Moreno et al., 1998; Hu, 2004). Meanwhile, capsular polysaccharide (PSC) production seems to be influenced by nitrogen absence in the culture medium. Numerous studies also show that lipid accumulation is one of the main responses of microalgae and cyanobacteria in nitrogen limited culture (Arias Peñaranda et al., 2013). Also, carbohydrate accumulation occurs frequently (Hu, 2004).


  Nitrogen deficiency stimulates polysaccharide production, as it has been demonstrated in Merismopedia tenuisima (Konopka and Schnur, 1981), Synechococcus (Roux, 1996), Cyanothece sp. (De Philippis et al., 1998), Anabaena (De Philippis and Vincenzini, 1998; Singh and Das, 2011), Nostoc (Otero and Vincenzini, 2003; Otero and Vincenzini, 2004; Singh and Das, 2011) and Oscillatoria (Jindal, 2011).


  CONCLUSIONS


  This comparative study indicates that protein, carbohydrates and liposoluble pigments production increases under diazotrophic conditions for Nostoc LAUN0015. Instead, Anabaena sp.1 and Anabaena sp.2 require high nitrogen concentrations to reach the highest values of metabolites, including pigments and biomass. Growth and production followed the order: Anabaena sp.1 > Anabaena sp.2 > Nostoc LAUN0015 > Nostoc UAM206. These results showed that nitrogen concentration between 0 and 17 mM NaNO3 modulate the production of biomolecules in both strains of Nostoc and Anabaena.
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  ABSTRACT


  Trichechus inunguis is an endemic species of the Amazon, which inhabits mainly in lakes and calm rivers. The objective of this study case was to describe the social behaviour of two female-orphaned calves, of T. inunguis in captivity. They were kept in the same pool at the facilities of the Amazon Rescue Center (ARC, Iquitos, Peruvian Amazon). Between February and October 2011, the individuals were observed during day and night times, completing 352 hours of observation. Through ad libitum observation of the individuals, we developed a catalogue of social behaviors that includes descriptions of 93 behaviours, classified in eight behavioural categories. The frequency of behaviours was assessed by instantaneous sampling (for states) and continuous recording (for events). Manatees displayed mainly social behaviours, and the most frequent interaction was the simultaneous starting of the same behaviour by both individuals. Most of social behaviours occurred during the day, but 'group resting' was recorded mostly at night. 'Synchronized breathing' and 'group feeding' did not have temporary variation between days or between daytimes. Regarding the use of the space, the majority of interactions occurred in shaded places. This study revealed strong interactions between confined calves, suggesting that social activity may play an important role in their learning process.


  Keywords: endangered species, ethology, social behaviour, Trichechus inunguis.

  


  RESUMEN


  Trichechus inunguis es una especie endémica del Amazonas que vive principalmente en lagos y ríos de aguas tranquilas. El objetivo de este estudio de caso fue describir el comportamiento social de dos crías hembras huérfanas de T. inunguis en cautiverio, mantenidas en el mismo estanque en el Centro de Rescate Amazónico (CREA, Iquitos, Amazonía peruana). Entre febrero y octubre de 2011, las crías fueron observadas durante el día y la noche, para un total de 352 horas de observación. Mediante observación ab libitum de los individuos, desarrollamos un catálogo de comportamientos social que incluye descripciones de 93 comportamientos clasificados en ocho categorias comportamentales. La frecuencia de comportamientos fue evaluada por muestreo instantáneo (para estados) y registro continúo (para eventos). Los manatíes exhibieron principalmente comportamientos sociales, y la interacción más frecuente fue el inicio simultáneo del mismo comportamiento por ambos individuos. La mayoría de los comportamientos sociales ocurrieron durante el día, pero 'descanso grupal' fue registrado mayormente en la noche. 'Respiración sincronizada' y 'alimentación grupal' no tuvieron variación diaria entre días o entre horas del día. En lo que respecta al uso de espacio, la mayoría de interacciones ocurrió en lugares sombreados. Este estudio reveló fuertes interacciones entre crías en cautiverio, sugiriendo que la actividad social cumple un rol importante en los procesos de aprendizaje de los manatíes.


  Palabras clave: comportamiento social, especie amenazada, etología, Trichechus inunguis.

  


  INTRODUCTION


  The Amazonian manatee Trichechus inunguis (Natterer, 1883) is the smallest manatee and exclusively inhabits freshwater environments. The species is endemic to the Amazon region, living along the Amazonian Basin mainly in calm rivers and lakes (Domning et al., 1981; Montenegro-Paredes, 1994; Rosas, 1994). The Amazonian manatee is a non-ruminant herbivore that feeds on a wide variety of aquatic and semiaquatic plants (Guterres et al., 2008). The species plays an important role in the ecosystem, returning more than half of the ingested material to the environment as feces and urine, and is therefore essential to primary production (Best, 1984; Timm et al., 1986). The commercial exploitation (Domning, 1982), along with the slow rate of reproduction (Rodrigues et al., 2008), have seriously reduced the Amazonian manatee population (IUCN, 2008). The species is currently considered Vulnerable, according to the Red List of Threatened Species of the International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2015).


  Amazonian manatees are difficult to observe in natural environments, due to their dark colour, long underwater times and solitary and cryptic behaviour. Also, the species' habitat is extensive and complex: manatees can easily camouflage in the turbid waters of the Amazon Basin rivers and abundant vegetation associated to the water bodies. Therefore, encounters with Amazon manatees in wild are very rare, and systematic observation of its natural behaviour is almost impossible. Keeping individuals in captivity with rehabilitation purposes provides a unique opportunity to develop ethological studies. Studies of manatee behaviour in captivity have provided useful information on training (Colbert et al., 2001; Lima et al., 2005), communication and auditory capabilities (Bullock et al., 1980; Gerstein et al., 1999; Mann et al., 2005; Colbert et al., 2008), visual acuity (Bauer et al., 2003; Maple and Segura 2015), tactile discrimination (Marshall et al., 1998) and learning behaviour (Gerstein, 1994), among others (Bauer et al., 2010). The results of these studies are useful not only to evaluate the conditions of a particular individual, but also to open new insights on the manatee behaviour knowledge.


  Illegal trade in wild animals is a global conservation and animal welfare concern (Daut et al., 2004). Rehabilitation plans are often created to protect animal populations at risk of extinction, providing animals with a second chance to survive in the wild and contributing to the population's gene pool. Therefore, rehabilitation and reintroduction has a greater value when it contributes to species conservation and population growth (Adimey et al., 2012). An adequate study of manatee behaviour might allow us to recognize stress behaviours and other abnormal conditions that would serve later to validate a possible reintroduction to the wild (Castelblanco-Martínez and Zerda-Ordóñez, 2000; Manire et al., 2003; Normande et al., 2015). Also, by observing the interaction behaviours between conspecifics and with humans, researchers can infer if an animal will be able to survive in the wild, especially in areas where hunting pressure is a concern. Therefore the characterization of behavioural patterns could serve as a baseline for monitoring during rehabilitation for reintroduction process (Gomes et al., 2008).


  Solitary or transient social systems are predominant among manatees (Marmontel et al., 1992), and therefore Amazonian manatees are considered semi-social or moderately social animals (Hartman, 1979; Reynolds III, 1981). It is widely accepted that the only readily identifiable social unit in sirenians is the cow-calf pair, with bonds persisting for 1-2 yrs (Anderson, 2002). 'Juvenile' or 'sub adult' manatees are weaned animals that are not fully grown (usually smaller than an adult), or sexually mature (Kunz et al., 1996). 'Adults' are biologically capable of producing offspring, in other words males that present spermatogenesis (Hernández et al., 1995) and females ovulating (Marmontel, 1995). In this study 'group behaviour' is understood as any interaction occurring between two or more individuals.


  By observing and analysing two calves in captivity, we tested the following hypotheses: (i) Social behaviours are not important, in comparison with non-social behaviours, (ii) there is not a significant difference between categories of social behaviours, (iii) there is not a rhythm of social activities during the times of the day, and (iv) there is not a preference in the use of the space to develop social activities.


  Therefore, the aim of this research was to identify and describe captive/orphan manatee social behaviour in order to gather baseline information that can be useful for decision making during manatee calves' rehabilitation. The specific objectives were: (1) To develop a catalog of social behaviour of T. inunguis individuals in order to obtain a descriptive baseline for orphan/captive manatee behaviour that can be used for further studies, (2) to infer the relevance of social activities for calves in rehabilitation in order to give advises for manatee management in captivity, and (3) to determine the temporal and spatial variation of social activities in order to define preferences of space and time to display social behaviours.


  MATERIAL AND METHODS


  Subjects


  We studied the social behaviour of two orphan females of Amazonian manatees rescued at the Peruvian Amazon: (i) Nauta was 18-months-old and was rescued near Nauta town, Loreto Province on 14 March 2010, and (ii) Yuri was one-year-old and was rescued in Alto Amazonas Province on 26 November 2010. The rescued calves were transferred to individual quarantine ponds of the ARC facilities with the goal of rehabilitate them for further release. The dimensions of the quarantine ponds were 2.80 x 1.95 x 0.75 m, with an approximate capacity of 4.095 L. Once rehabilitated and habituated to bottle feeding, they were moved together to the weaning pond with dimensions of 15.43 x 7.10 x 0.75 m. with an approximate capacity of 82.16475 L (Fig. 1). The behavioural study was developed in the weaning pool. The manatees were bottle fed during the study; the daily diet consisted of milk solution mixed with antiflatulent ingredients and vegetable oil. As part of the weaning process, small quantities (30 kg per day), of water lettuce (Pistia stratiotes) were provided to familiarize the animals with vegetable food. The calves' growth was measured throughout the study.
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  Recognition phase


  The research was conducted from February to August 2011, with the first phase aiming to obtain a catalog of social behaviours. The selected methods were continuous recording (Martin and Bateson, 1993) with focal and ad libitum sampling (no sampling restrictions; Lehner, 1996), which have been proved practicable for the collection of detailed behavioural data on manatees (Gomes et al., 2008). The animals were observed for sampling periods of 30 minutes, covering day and night times, during which all instances of social behaviour - interaction between the manatees or between a manatee and a human - were recorded (Martin and Bateson, 1993). The recording method selected allowed us to collect true frequencies and durations, and the times at which behaviour patterns stopped and started. Information about the behaviours' duration was also noted, in order to discriminate among 'states' (long-duration behaviours, or a duration meaningful behaviour, > 5-s) and 'events' (short-duration behaviours approaching to an instantaneous occurrence, momentary behaviours, or change of states, < 5-s) (Lehner, 1996).


  The cumulative number of observed behaviours was plotted to determine the moment in which the majority of social behaviours was recorded. This analysis is based on the principle that as the number of observations increases, the number of new behaviours decreases, so that an asymptotic curve results (Lehner, 1996). When the asymptote in the curve was reached, it was assumed that most of the behaviours were observed, and preliminary observations were suspended. Moreover, it was obtained the sample coverage (Ɵ) by calculating the probability next behavioural act will be a new type. If Ɵ approaches 1, the probability of observing a new behavioural act is low (Lehner, 1996). Then, the catalogue of behaviours was organized discriminating between 'events' and 'states'. The behavioural categories were based on previous behavioural observations of manatees indicated in: Castelblanco-Martínez (2000), Charry (2002), Holguin-Medina (2008) and Mercadillo-Elguero et al. (2014); and were coded accordingly.


  Establishment of social behaviour budgets


  The purpose of the second phase was to determine the frequency of social activities (behaviour time budgets; Caraco, 1979) and to establish their temporal and spatial variation. Observations were taken during 333 hours (103.5 hours between 6:00 h and 12:00 h, 77 hours between 12:00 h and 18:00 h; 78 hours between 18:00 h and 24:00 h, 74 hours between 24:00 h and 6:00 h) between 7 April 2011 and 21 July 2011. The behaviour was recorded from a position that provided a full view of the entire enclosure, but precluded any interaction between the subjects and the observer (Gomes et al., 2008). Fluorescent lamps located on the study pond were used for night-time sampling, to easily locate the dyad.


  Both types of social behaviours ('events' and 'states') were recorded simultaneously during 30-minutes sampling periods. However, 'states' were registered by instantaneous sampling and 'events' by continuous recording. During the instantaneous method, the 30-minutes sampling periods were subdivided into one minute intervals as determined by Castelblanco-Martínez (2000), so a total of 30 points/sampling period were defined. In each point, the observer scored the dyad 'state'. We also attempt to assess the directionality of social interactions, where ties reflect the initiator and recipient of the relationship (Wey et al., 2008). The initiator of the behaviour was recorded as follows: Yuri initiating an interaction with Nauta (Y→Na), Nauta initiating an interaction with Yuri (Na→Y), both individuals initiating an interaction simultaneously (Y↔Na), or one of the manatees initiating an interaction with humans (Na→H or Y→H). Behaviours were considered to be synchronized when displayed by both individuals simultaneously, and could be initiated by any one of them or both. 'Events' were recorded by focal-animal sampling and continuous recording; the researcher recorded a complete account of all behaviour units of interests (bouts), obtaining frequencies of each behaviour.


  With the goal of assessing the horizontal use of space, the pond was divided into eight equal imaginary quadrants (Fig. 1). The position of the dyad was registered every minute, i.e., simultaneously with the 'states' recording.


  Data analysis


  'States' frequency was represented in terms of percentages. For each sample period, budgets of the 'states' of social interaction were compiled by summing the total of points (i.e. each sample record) when a 'state' was recorded and dividing this sum by the total of observation points (i.e., 30). Therefore, the 'state' frequency was determined by the formula fs = (ns/30)*100; where s = the state and n = number of points when the states were recorded. Frequency rates of 'events' were calculated for each sampling period by dividing the total number of bouts by the number of minutes of observation (fe= bouts/30). Budgets were also assessed separately for day and night samples to investigate the influence of the sunlight on social behaviour. The Friedman test (non-parametric alternative to the one-way ANOVA with repeated measures) was used to detect the difference between day (06:00 to 18:00) and night (18:00 to 06:00). Statistical analyses were done using PAST 3.x (Hammer et al., 2001). Finally, we established social activity budgets for each quadrant in order to examine any potential space preference in which to perform social interactions. For this, the relative frequency of social interactions per time unit was measured for each quadrant. The normality assumption was verified with the Shapiro-Wilk test. Overall comparisons between groups of social behaviour were made with Kruskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks; followed by a Tukey pair-wise multiple comparison procedure. The paired t-test was applied to compare two groups of data (for example, between shaded and non-shaded quadrants). When the data failed to show normality, a Wilcoxon Signed Rank test was used. In this point, the statistical analyses were done using SigmaPlot (Kornbrot, 2000).


  RESULTS


  We completed 352 hours of observation. The asymptotic cumulative curve of behaviours was obtained after 104 samples (a sample consisting of 30-min observation period), with a total of 93 social behaviours described (52 events and 41 states, see Arevalo-Sandi 2012). The value obtained of the coverage sample (Ө) was 0.90. The majority (74 %) of state behaviours observed corresponded to social interactions. The catalog of social behaviours was divided into the following categories (codes in parenthesis): Synchronized breathing (100-199), synchronized displacement (200-299), tactile contact (300-399), affiliative (close-proximity behaviour that includes touching, grooming, and nuzzling; 400-499), agonistic (any social behaviour related to fighting, such as aggressive or submissive behaviours; 500-599), group feeding (600-699), group resting (700-799), and human interactions (800-899). See Table 1 for a detailed description of each category. The Kruskal-Wallis analysis of variance found a significant difference between social categories (H=230.207, df=2, p<0.001). The most common category was synchronized displacement (32 %), followed by group resting (25 %) and group feeding (18 %) (Fig. 2).
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  In most of the cases (68.7 %), the interaction was initiated simultaneously (Y ↔ Na) (Fig. 3). In this type of interaction, categories group resting and synchronized displacement showed the highest frequency. Yuri and Nauta played the initiator role in similar proportion (9.82 % and 9.68 % respectively). However, Nauta often initiated displacement conducts (synchronized displacement), while Yuri initiated mostly agonistic behaviours. Nauta was never observed starting agonistic interactions. Interactions with humans took place during bottle feeding, and also during the presence of visitors. In all the cases, both manatees started interactions with humans with similar frequency (Yuri = 5.03 %, Nauta = 6.72 %).
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  Social interactions were observed during both day and night, but were significantly more frequent during the night (Wilcoxon test: Z=4.286, p<0.001). Also, the daily rhythm varied depending on the category (Fig. 4). The statistical analysis showed significant differences in behavioural frequency between day (6:00 to 18:00) and night (18:00 to 6:00) for the following categories: Synchronized displacement (Friedman test statistics= 16.66, df=1, p<0.0001), tactic contact (Friedman test statistics=24, df=1, p<0.0001), affiliative (Friedman test statistics=24, df=1, p<0.0001), agonistic (Friedman test statistics =15.04, df=1, p<0.0001), group resting (Friedman test statistics=0.66, df=1, p=0.004) and human interactions (Friedman test statistics=0.66, df=1, p=0.00035). No significant differences were found for synchronized breathing and group feeding.
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  The use of space-frequency (%) differed significantly between quadrants (Kruskal Wallis; H=42.6, df=6, p<0.001) (Fig. 5). In general, shaded quadrants particularly 2B, 3B and 4B, were preferred while displaying social behaviours (paired t-test: t=4.45, df=47, p >0.001).
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  DISCUSSION


  Both individuals showed a normal growing rate compared with other Amazonian calves in captivity (Sousa Lima, 1999). During the time of the study, Nauta grew from 50 to 62 kg (0.6 kg/week), while Yuri increased her weight from 28 kg to 40 (0.6 kg/week). As about the behaviours, the obtained sample coverage value (Ө=0.90) was slightly lower than those reported for Trichehus manatus (Ө=0.91; Mercadillo-Elguero et al., 2014, and for T. inunguis (Ө=0.94 and Ө=0.96; Castelblanco-Martínez, 2000 and Charry, 2002 respectively). However, we consider that the majority (90 %) of the probable social behaviours were included in the catalog. The total number of observed social behaviours was higher (74 %) than that obtained in other studies such as: Harper and Schulte (2005), Gomes et al. (2008), Holguin-Medina (2008) and Hénaut et al. (2010); probably due to the greater sampling effort conducted in the present study (Table 2).
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  The manatees observed in the mentioned studies (4 - 20 individuals) were calves, juveniles and adults, while manatees observed in the present study were just two orphaned calves (suckling, bottle-fed individuals). Due to the fact that these individuals were still in the early stages of development, it is to be expected that social interaction will be actively searched for more often (Bekoff, 1972). Hénaut et al. (2010) observed that a calf with his mother presented the highest number of interactions in a pool with several adults. Activities that may reinforce the female-calf bond are nuzzling, mouthing and synchronous breathing (Reynolds III, 1981). Orphan manatee calves have been observed to intently look for physical proximity to other individuals, regardless of age or sex (Castelblanco-Martínez, per. obs.). In this study, most of the interactions were initiated by the youngest calf (Yuri), while Nauta was usually indifferent to Yuri. This suggests that younger manatees look more intensely for attention from older individuals. Like other large mammals, sirenian calves gain nutritional independence gradually as they shift from a milk diet to solid food (Langer, 2003). The weaning is divided in two phases: 1) when only milk is taken and 2) a mixed period: in which the milk intake is combined with the consumption of solid vegetation. The longer the mixed-feeding period, the more time is available for ontogenic developments, for instance, learning how to obtain food, avoiding predators, and establishing immune competence (Langer, 2003). That means that even when the calf is relatively independent from the mother in terms of nutritional intake, a long calving period is needed to reinforce behaviours that could be decisive for survival. Previous studies suggested that during inter-individual contact, the manatee calves learn and develop social skills and recognition abilities by being exposed to conspecifics and thus build a type of social map used when manatees come together in groups or when encountering isolated individuals in the wild (Hénaut et al., 2010). Our findings reinforce the recommendation that, during rehabilitation processes, maintaining several manatee calves in the same pond might facilitate the creation of inter-individual bonds, which could be important for survival in wild if manatees are released together.


  The synchronous surfacing (breathing) has been observed in wild Florida manatees (Hartman, 1979) and dugongs (Anderson, 1995). It is possible that it is an extension of behaviour learned at birth when a mother synchronizes her movements with those of her offspring. It has been suggested that breathing in synchronous fashion may help reduce an individual's chance of being captured by a predator (Hastie et al., 2003). Synchronous surfacing ensures closer side-by-side contact between animals, decreasing the odds of accidental separation, a constant hazard in turbid waters, especially for a calf (Hartman, 1979). Synchronicity in cow-calf pairs is well known (Hartman, 1979), and since both individuals lost their mothers at an early age and are of similar age, our results suggest that these two individuals may have been considering each other "substitute mothers". Bonde (2009) presented some intriguing genetic evidence of wild Florida manatee suckling adopted calves. If adoption in manatees is widespread, orphan calves prone to seek the company of an older conspecific must facilitate such adopting mechanism. Both studied manatees also searched intensively for human contact, as a response of feeding conditioning. This behaviour may be problematic in the future, but necessary during the bottle feeding period. For future plans of release, human contact must be limited to guarantee an adequate adaptation to the wild.


  Even though social activities were recorded at any time, the manatees studied showed preference to rest simultaneously during the night. A previous study showed certain daily rhythm in the activities of a captive calf Amazonian manatee; with more display of breathing and displacement behaviours during daytime (Castelblanco-Martínez, 2000). However, it is not clear if the rhythm of activity is a consequence of the artificial bottle feeding schedule which occurs only during the day. The studied manatees showed predilection for indoor areas, maybe because these areas were perceived as safer. This behaviour would be useful in the natural habitat for a possible camouflage and thus avoid humans and possible predators, as mentioned by Charry (2002).


  CONCLUSIONS


  We present a study-case of captive/orphan Amazonian manatee social behaviour. Our study revealed strong interactions between the calves, suggesting that social activity may play an important role in the learning process of the individuals. However, caution is necessary in extrapolating results from our observations to natural behaviour. There are no studies on social behaviour of wild Amazonian manatees, and our findings should be only interpreted into the frame of particular circumstances, such as the confinement during a rehabilitation process. Despite of this, this work may represent the beginning of the collection of long-term baseline information about Amazonian manatees' behaviour in captivity. This might help implement adequate management in captivity in Peru and, consequently, increase the odds of a successful rehabilitation process.
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  RESUMEN


  Con el fin de caracterizar la distribución horizontal (repartición de los hábitats) y la utilización del recurso alimentario (tipo y tamaño de las presas) del ensamblaje de reptiles del bosque seco estacional al norte de la región Caribe de Colombia, en el departamento del Cesar, se realizaron cinco salidas de campo con una duración de doce días cada una. Los muestreos se realizaron en jornadas diurnas y nocturnas, en un diseño de transectos replicados a lo largo de diferentes hábitats que incluyeron: pastizales, bordes e interiores de bosque. Se realizaron análisis descriptivos de uso de hábitat en un perfil de vegetación por cada época climática y análisis de amplitud y sobreposición de nicho. Se registraron 38 especies de 14 familias del orden Squamata. Las especies se distribuyeron de manera homogénea entre zonas abiertas y boscosas. Se encontraron registros de 31 categorías de presa en 109 estómagos de seis especies de serpientes (61 estómagos) y siete de lagartos (48 estómagos) con un porcentaje de estómagos vacíos de 38 %. Las presas de mayor importancia para los lagartos fueron Coleoptera y Araneae, y para las serpientes fueron los anfibios. La mayoría de las especies presentaron un amplio espectro de dieta y entre especies similares, como entre Anolis auratus y A. gaigei, se presentó uso de recursos similares. En síntesis, el ensamblaje de reptiles presentó una distribución homogénea en los hábitats evaluados (áreas abiertas y boscosas) y el recurso alimentario fue variado entre las diferentes especies; la estacionalidad de la zona presenta un papel fundamental en la estructura del ensamblaje de reptiles, presentándose menos abundancia durante la época seca, tanto en las áreas abiertas como en las boscosas.


  Palabras clave: competencia, distribución horizontal, dieta, nicho trófico, bosque seco estacional.

  


  ABSTRACT


  We assessed the horizontal distribution and use of the food resource of the reptile's assemblage of the seasonal tropical dry forest in the North of the Caribbean region of Colombia, department of Cesar. Five fieldtrips of 12 days each were performed, sampling was diurnal and nocturnal, following a transect design replicated along different habitats including grasslands, edge and interior of forest. We performed descriptive analyzes of habitat use, using a profile of vegetation by each climatic period; we also did an analysis of amplitude and niche overlap. We recorded 38 species of 14 families of the Squamata order. Species distributed evenly between open and forested areas. Record of 31 categories of prey in 109 stomachs of six species snakes (61 stomachs) and seven of lizards (48 stomachs) with a percentage of empty stomachs of 38 % was found. The preys of greater importance for the lizards were Coleoptera and Araneae and for snakes, amphibians. Most of the species presented a wide range of diet and between similar species, such as Anolis auratus and A.gaigei, found a similar use of resources. In summary, the assembly of reptiles presented a homogeneous distribution in the habitats evaluated (forested and open areas) and the food resource varied among the different species; the seasonality of the area plays a fundamental role on the structure of this reptile assembly with less abundance during the dry season in both, open and forested habitats.


  Keywords: competition, diet, horizontal distribution, trophic niche, tropical dry forest.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los reptiles ocupan una gran variedad de hábitats y de tipos de coberturas, desde áreas abiertas y bosques transformados, hasta bosques conservados (Duellman, 1979); este uso diferencial de los hábitats o de las coberturas originales da lugar a patrones de distribución horizontal y vertical diferente de los ensamblajes, con la consiguiente diferenciación en el uso de los recursos, entre estos el alimentario (Pianka, 1973; Duellman, 1979; Vitt y Pianka, 2005; Mesquita et al., 2006a). Esta estructuración de los ensamblajes (su riqueza y abundancia) son producto de múltiples procesos, entre los cuales están las características abióticas del ambiente local, las interacciones interespecíficas que promueven o limitan la coexistencia, eventos estocásticos de colonización y extinción local, y factores históricos, como son la especiación, las invasiones y extinciones regionales (Ricklefs y Schluter, 1993; Chase y Leibolt, 2003). En este sentido mediante dos enfoques fundamentales se ha tratado de dar explicación a los patrones de uso de recursos observados en un ensamblaje y/o comunidad determinada, el primero aborda los ensamblajes desde la estructuración por nicho ecológico, el cual considera la composición de especies de una comunidad como resultados de filtros impuestos por el ambiente y por interacciones interespecíficas (MacArthur y Levins, 1967), y el segundo es el de los ensamblajes por dispersión,el cual se fundamenta en la capacidad de los organismos de colonizar nuevos hábitats, bajo este enfoque los mecanismos biogeográficos y evolutivos tienen un papel fundamental en la explicación de los patrones observados, excluyéndose notablemente los mecanismos ecológicos asociados a las interacciones interespecíficas (Hubbel, 2001; Berazategui, 2012).


  Bajo este contexto la importancia del uso y repartición de cada recurso, difiere en las relaciones intra e interespecificas y en particular en las especies simpátricas (Toft, 1985; Pianka, 1993). Este hecho ayuda a comprender los patrones de distribución, de abundancia y de diversidad de las especies. La repartición de los recursos se puede dar en tres categorías y/o dimensiones: el hábitat, el alimento y el tiempo. Estas dimensiones se pueden subdividir en macro y microhábitat, tipo y tamaño de alimento y tiempo de actividad, estacional y diaria (Pianka, 1969; Pianka, 1973; Pianka, 1993), las cuales están directamente relacionadas con los factores ecológicos, históricos e intraespecíficos que las definen.


  En condiciones naturales el espectro de recurso disponible cambia constantemente ya sea por variaciones geográficas (distribución de las especies), o temporales (anual y estacional) (Teixeira-Filho et al., 2003; Manjarrez, 2005). Cuando ocurren cambios en el paisaje, por acción antropogénica como la fragmentación y pérdida de coberturas vegetales, se afecta la disponibilidad, abundancia y riqueza del recurso disponible (Carvajal y Urbina-Cardona, 2008). Esta situación repercute en la respuesta y amoldamiento de las especies a las nuevas condiciones de uso de los recursos que queden disponibles.


  Los reptiles pueden habitar una amplia gama de coberturas vegetales, que para el caso del Caribe Colombiano, de manera general incluyen: zonas abiertas, bordes de vegetación, matorrales, fragmentos de bosque seco tropical, entre otros, en donde se abastecen de los recursos necesarios para su óptimo desarrollo en las tres dimensiones básicas del nicho (Carvajal-Cogollo, 2014).


  Para los ensamblajes de reptiles, el análisis de la dieta es uno de los factores más importantes a tener en cuenta en su organización natural (Pianka y Huey, 1978), para la mayoría de las especies de este grupo, la descripción de la dieta y las implicaciones a nivel de interacciones ecológicas han sido poco evaluadas; algunos estudios se han enfocado en análisis de diversidades y en menor medida a evaluar amplitudes y solapamientos de nicho, la mayoría de éstos, abarcando una sola dimensión (Martins, 1991; Cobb, 2004; Bell y Donnelly, 2006; Mesquita et al., 2006; Brennan, 2010; Goodyear y Pianka, 2011; Jordán y Amaya, 2011). Partiendo de estas bases teóricas y las falencias en información para la formación de bosque seco estacional, en esta investigación se puso a prueba la hipótesis que la distribución de los hábitats y del recurso alimentario disponible y utilizado por las especies del ensamblaje de reptiles, varía entre las áreas abiertas y boscosas y de acuerdo con la estacionalidad natural que presenta el bosques tropical seco estacional.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  La investigación se llevó a cabo en la formación vegetal de bosque seco tropical estacional, en el sector norte de la región Caribe de Colombia, en la cuenca media y baja del río Cesar, departamento del Cesar. Los principales usos del suelo en el área de estudio son la ganadería intensiva y extensiva, la agricultura, las plantaciones forestales, principalmente de teca (Tectona grandis), eucalipto (Eucalyptus pellita) y acacia (Acacia mangium) y actualmente la bonanza de los cultivos extensivos de palma de aceite (Elaeis guineensis). Todos estos cambios en el uso del suelo, han ocasionado que el paisaje esté dominados principalmente por áreas abiertas, cultivos y plantaciones forestales, zonas muy intervenidas y pocas áreas de boques (secundarios principalmente).


  El régimen de distribución de las lluvias es de tipo bimodal-tetraestacional, con montos de precipitación anual que van desde los 1500 hasta los 1900 mm, la temperatura media es de 27 °C (Rangel-Ch y Carvajal-Cogollo, 2012). En la cuenca media y alta del río Cesar (localidades de Valledupar y Agustín Codazzi), los bajos montos de precipitación y la cercanía a la península de La Guajira, condicionan una vegetación de bajo porte con bosques dominados por Bulnesia arborea y Copernicia tectorum y especies de fabáceas. En la cuenca baja (localidades de Chiriguaná) la humedad y la influencia de las zonas inundables del complejo cenagoso de Zapatosa aportan las condiciones para una vegetación con estrato arbóreo desarrollado y en su mayoría anfibia, con bosques dominados por Guazuma ulmifolia, Samanea saman, Spondias mombin y Attalea butyracea (Rangel-Ch y Carvajal-Cogollo, 2012).


  Diseño del muestreo


  Se escogieron seis fragmentos de bosque seco tropical estacional, de tamaño variable (tres considerados pequeños entre 41-69 ha; tres grandes entre 469-901 ha). Los fragmentos pequeños se ubicaron al norte de la cuenca del rio Cesar con distancia promedio entre ellos de 600 m y los grandes ubicados en la cuenta media y baja del rio Cesar con distancia promedio entre ellos de 1200 m. En cada fragmento se identificaron dos tipos de hábitat, las zonas abiertas y boscosas. En cada hábitat se dispusieron cinco transectos lineales paralelos al borde físico de los fragmentos de bosque. Los transectos estuvieron separados uno de otro a distancias preestablecidas de 35 m.


  Muestreos


  Se realizaron cinco salidas de campo entre marzo de 2011 y marzo de 2012 con una duración de 12 días cada una, con las que se cubrió las dos épocas climáticas del año. Para la recolección de datos se realizó búsqueda por encuentros visuales (Crump y Scott, 1994). Los muestreos se llevaron a cabo por seis investigadores entre las 9:00 y 12:45 h y las 18:00 a 21:45 h. El esfuerzo de muestreo de 1125 horas/hombre. Algunos ejemplares de las especies registradas fueron colectados con el debido permiso de la autoridad ambiental competente (convenio N° 19-7-001-0-2010), para extraer los contenidos estomacales. Los individuos se preservaron según los protocolos y procedimientos propuestos por Pissani (1973). Los individuos fijados fueron etiquetados, almacenados en frascos y depositados en la colección de reptiles del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia.


  Análisis de datos


  Composición de dieta


  A las especies de las cuales se contaba con más de cuatro ejemplares recolectados se les realizó una disección por el lado lateral derecho, se les extrajo el estómago y posteriormente el contenido estomacal, el cual fue fijado en alcohol al 70 % (Pisani y Villa, 1974). Los contenidos fueron separados por categorías de presa y llevados al nivel taxonómico más bajo posible con ayuda de expertos en cada grupo.


  Para determinar la importancia de cada tipo de presa en la dieta de las especies, se calculó el índice de importancia relativa IRI: (F% + N% + V%)/3 (Mesquita et al., 2006); donde la frecuencia F%, es el número de apariciones de la presa por estómago; el porcentaje numérico N%, es la relación de estómagos con presa i sobre el total de estómagos; el volumen V% de cada ítem se calculó con la ecuación del elipsoide V = 4/3π (l/2)(w/2)2 donde se midió el largo (l) y ancho (w) de la presa. Se excluyeron del análisis los elementos volumétricos de presas altamente digeridas, dado que con éstas no se puede estimar correctamente el volumen de las presas ingeridas. La información de la dieta se organizó en matrices, modificadas de las expuestas por Pianka (1971) y Vitt et al. (2007), donde se especificó el nombre de la especie y los ítems presa con su respectivo porcentaje volumétrico, porcentaje numérico y el porcentaje de frecuencia.


  Amplitud y sobreposición de nicho


  Para calcular la amplitud de nicho trófico (B) de cada especie, se utilizó el índice de diversidad de Levins B = 1/∑pi2 donde p es la proporción de cada ítem alimentario utilizado por cada especie y n es el número de ítems alimentarios o recurso disponible. Este índice es más robusto que su versión normalizada, cuando se desconoce la abundancia de las presas en el ambiente o cuando éstas no son igualmente abundantes (Feinsinger et al., 1981). El índice se calculó en el programa Havistat (Montenegro y Acosta, 2008).


  El porcentaje de sobreposición de nicho se calculó con el índice de sobreposición de Pianka Ojk = ∑(Pij.Pjk)/(√∑ Pij.Pik) donde pi es la proporción de recurso, n número de categorías y j y k las especies a comparar (Pianka, 1973), ésta es una medida cuantitativa no influenciada por el número de categorías de presas consideradas (Cortés, 1997). Los valores del índice varían de 0 cuando no hay sobreposición a 1 cuando hay sobreposición completa. Para los cálculos se utilizó el paquete estadístico Ecosim Versión 7 (Gotelli y Entsminger, 2009).


  Distribución horizontal y temporal


  Se realizó un análisis descriptivo del uso de zonas abiertas y boscosas durante la época seca y de lluvias; se ubicaron las especies por su versatilidad ecológica en perfiles de vegetación del bosque seco tropical estacional Bs-T. Las especies se categorizaron basados en los resultados, como raras (< 5 ind), comunes (< 20 ind) y abundantes (> 20 ind). Se realizó un análisis no paramétrico de varianza de Kruskal Wallis para evaluar si existían diferencias significativas entre las riquezas de los hábitats y otra para evaluar estas diferencias entre las abundancias de las especies entre zonas abiertas y boscosas y entre las épocas climáticas. La prueba se realizó en el paquete estadístico SPSS V20 (IBM, 2011).


  RESULTADOS


  Aspectos taxonómicos


  Se registraron 38 especies, distribuidas en 14 familias. Del total de taxones, 15 especies de ocho familias fueron de lagartos, 22 especies de cinco familias fueron de serpientes y una especie de anfisbaena (Tabla 1).
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  Composición de la dieta


  Se analizaron 109 estómagos, de seis especies serpientes (61 estómagos) y siete de lagartos (48 estómagos, Tabla 1 y 2), el 62 % de los estómagos tenían contenido, representado por 143 presas que se agruparon en 31 categorías o tipos de presa. El 38 % restante de los estómagos estaban vacíos.
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  Análisis de la dieta en serpientes


  El 73 % de los estómagos se encontraron vacíos, de éstos el 15 % fueron de hembras grávidas. En el 27 % restante se registraron ocho tipos de presas; las categorías mejor representadas fueron las conformadas por especies de anfibios presentes en el 83 % de los estómagos, principalmente las especies halladas fueron Caecilia caribea, Pleurodema brachyops, Hypsiboas spp. y Leptodactylus spp., seguida de los lagartos, Anolis auratus, Lepidoblepharis sanctaemartae, Leposoma rugiceps y representantes de la familia Teiidae (Tabla 2). De manera particular la especie T. gambotensis consumió tanto anfibios como lagartos. El 90 % de las especies mostraron preferencia a ingerir las presas por la parte delantera o cefálica (Tabla 2).


  Análisis de la dieta en lagartos


  En este grupo se registraron 23 categorías de presa, los mejor representados fueron los órdenes, familias, subfamilias y géneros de artrópodos, principalmente los órdenes, Araneae, Blattodea, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isoptera, Ortoptera y Lepidoptera, las familias Chrysomelidae, Tenebrionidae, Formicidae (géneros Camponotus spp. y Solenopsis spp.) y las subfamilias Nassutermitinae y Termitinae, al igual que larvas de especies de los Órdenes Diptera (Calliphoridae, Culicidae, Chironomidae), Hemiptera, Hymenoptera y Lepidoptera. También se encontró material vegetal y otro material que no fue determinado. El Orden Coleoptera fue la categoría de presa más frecuente, seguida de Araneae y Lepidoptera. Se halló un porcentaje de estómagos vacíos del 42 %.


  Las especies A. auratus y A. gaigei (Dactyloidae, Tabla 3) compartieron en su dieta taxones de los órdenes Hymenoptera y Araneae, de estos Hymenoptera fue la presa más importante para ambas especies. La especies Bachia talpa (Gymnophthalmidae), presentó diez categorías de presa (Tabla 3), las presas de mayor importancia fueron las larvas de Lepidoptera y de Diptera. En el lagarto Ameiva praesignis (Teiidae, Tabla 3), las presas de mayor importancia fueron los órdenes Isoptera y Ortoptera. En cuanto al número de presas, Lepidoptera fue la más abundante (40 individuos en estado larval). Dentro de los geckos de la familia Phyllodactylidae, Thecadactylus rapicauda presentó como presa más importante a ejemplares de los órdenes Ortoptera y Blattodea y Phyllodactylus ventralis a representantes de los órdenes Lepidoptera e Hymenoptera. Por último Lepidoblepharis sanctaemartae (Sphaerodactylidae) presentó como presas representativas a especies de Araneae y larva de Coleoptera. Los lagartos de las familias Phyllodactylidae y Sphaerodactylidae compartieron presas de los Órdenes Araneae y Coleoptera (Tabla 3).


  TABLA 3


  Amplitud y sobreposición de nicho trófico


  La amplitud de nicho trófico fue baja para todas las especies de reptiles. El valor más alto para las serpientes lo presentó T. gambotensis 0,29 y el más bajo fue para L. septentrionalis con 0,11 y para los lagartos el valor más alto fue 0,18 para B. talpa y el más bajo 0,07 para A. auratus.


  La sobreposición de nicho en el ensamblaje, varió de 0.07 a 0.93. Se presentaron valores altos entre las serpientes; L. septentrionalis y T. paraguanae, con un valor de 0.93, seguido de T. gambotensis y T. paraguanae con 0.64. Para los lagartos el valor más alto se presentó entre las especies A. auratus y A. gaigei, con 0.83.


  Distribución de los hábitats


  En general se presentó una distribución homogénea del ensamblaje, desde las áreas abiertas hasta las boscosas y entre las épocas climáticas. En el bosque se registraron 37 especies de reptiles, de las cuales 19 fueron en la época seca y 35 en la época de lluvias. Mientras que en las áreas abiertas se registraron 23 especies de reptiles, 16 especies en época seca y 21 en época de lluvias (Fig. 1, Tabla 1).
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  De los lagartos, 11 especies se encontraron tanto en bosque como en las áreas abiertas en ambas épocas climáticas. La especie Iguana iguana se encontró en ambas zonas pero solo en época de lluvias, Tupinambis teguixin se observó en época seca en el bosque y en época de lluvias en las zonas abiertas y Lepidoblepharis sanctamartae y Anolis gaigei se encontraron restringidos al bosque en ambas épocas climáticas (Fig. 1, Tabla 1). De las serpientes, siete especies se hallaron tanto en las zonas abiertas como en las boscosas y en ambas épocas climáticas y nueve se registraron en las zonas boscosas solo en época de lluvias (Fig. 1, Tabla 1). La especie Leptodeira septentrionalis se encontró en las dos zonas y en ambas épocas climáticas, Leptophis ahaetulla y Leptodeira annulata se observaron en ambas zonas, en la época de lluvias, Micrurus dissoleucus se observó en zonas boscosas en época seca, mientras que Spilotes pullatus y Thamnodinastes paraguanae se registraron en las zonas abiertas en la época de lluvias (Fig. 1, Tabla 1).


  DISCUSIÓN


  Aspectos taxonómicos


  La riqueza taxonómica encontrada representa el 21 % de las especies del Orden Squamata registradas en la región Caribe Colombiana, en sus diferentes formaciones vegetales desde bosque húmedo a áreas xerofíticas (Carvajal-Cogollo et al., 2012). En general la composición de reptiles es similar a otros estudios de bosque seco llevados a cabo en la llanura Caribe, por ejemplo Carvajal-Cogollo y Urbina-Cardona (2008) encontraron 35 especies, 20 de lagartos, 14 de serpientes y una Amphisbaena en el departamento de Córdoba. Medina-Rangel (2011), registró 40 especies en el complejo cenagoso de Zapatosa en el departamento de Cesar, 20 fueron de lagartos y 20 de serpientes. En estos trabajos se comparten las especies más comunes y ampliamente distribuidas como los lagartos A. gaigei (antes A. tropidogaster), A. auratus, B. basiliscus, A. ameiva (ahora A. praesignis), T. teguixin y C. lemniscatus, así como las serpientes B. constrictor, C. ruschembergerii, E. maurus, L. annulata y L. septentrionalis entre otras.


  Composición de la dieta


  En general los lagartos tienden a ser generalistas al incluir en sus dietas gran cantidad de artrópodos. Los artrópodos más frecuentes en la dieta fueron representantes de Aranea, Coleoptera, Hymenoptera y Lepidoptera, que son los grupos más abundantes y diversos a nivel del Neotrópico (Fernández y Sharkey, 2006).


  La dieta de las serpientes incluyó varias especies de ranas. Los anuros son presas comunes en la dieta de serpientes el Bs-T del Caribe Colombiano (Pérez-Santos y Moreno, 1986), posiblemente por su abundancia y por la capacidad de ocupar diferentes hábitats (Cuentas et al., 2002). Para la planicie de la cuenca del río Cesar, Romero y Lynch (2012) registraron 38 especies de anfibios, de las cuales siete especies estuvieron incluidas en la dieta de las serpientes y corresponden a especies que se pueden distribuir tanto en zonas abiertas y boscosas de la planicie de la región Caribe (Romero y Lynch, 2012).


  Los lagartos fueron un grupo poco representado en la dieta de las serpientes, sin embargo puede que estén presentes en la dieta de otras especies (Pérez-Santos y Moreno, 1986), por ejemplo B. asper, de la cual se ha registrado que pueden consumir tanto anfibios como reptiles al igual que la otra especie de viperido P. lansbergii. (Campbell y Lamar, 2004).


  El porcentaje de estómagos vacíos, quizás se deba a factores como la variación estacional del recurso, la actividad reproductiva de cada especie, la defensa territorial, el cuidado parental y las condiciones climáticas como precipitación, temperatura, las cuales varían a lo largo del día (Whitfield y Donnelly, 2006), tal como se evidenció con la presencia de algunas hembras grávidas sin contenido estomacal. La suma de estos factores juega un papel importante en la reducción del tiempo que las especies ocupan para las actividades de forrajeo.


  Distribución de los hábitats


  En la distribución de los hábitats se observó un aumento de la riqueza de las especies entre las épocas climáticas (Tabla 1), que está influenciada por la estacionalidad del Bs-T, dado que con la época de lluvias el número y altura de las herbáceas tanto en el pastizal como en el bosque se incrementa lo que puede favorecer las condiciones para que se establezca un flujo de especies entre estos dos hábitats; además este fenómeno en las herbáceas permite que aumentan los recursos incluyendo las presas, las condiciones de sombra, la humedad entre otros.


  La mayoría de las especies de lagartos no estuvieron restringidas espacialmente a una sola zona, lo que sugiere que la repartición de los recursos disponibles puede ser uniforme entre las zonas de pastizales y bosques, y la utilización de los recursos no implica competencia (Carvajal-Cogollo et al., 2008). Cabe aclarar que los resultados de riqueza de las áreas abiertas, se deban quizá a la ubicación espacial con respecto a los bosques y al diseño que estableció una zona de contacto entre ambas (Carvajal-Cogollo, 2014). Por otro lado la presencia de las especies L. sanctamartae y A. gaigei únicamente en las zonas boscosas, sugieren que las condiciones adecuadas para su establecimiento solo se presentan en los remanentes de bosque; sin embargo sería necesario investigar si en la época de lluvias y con el crecimiento de herbáceas estas especies exploran las áreas abiertas.


  La mayoría de las serpientes se encontraron restringidas algún tipo de cobertura (boscosa o abierta), sin embargo estos resultados no son contundentes, ya que este grupo se caracteriza por ser críptico, lo que implica una baja detección, por lo cual no se puede aseverar la preferencia estricta por algún tipo de cobertura (Pough et al., 2001).


  Relación de la dieta con la distribución horizontal y temporal


  En el Bs-T del Caribe Colombiano, los lagartos y serpientes presentan características generalistas en el uso de los recursos (ej. hábitats, microhábitats, alimentario) (Carvajal-Cogollo et al., 2012), hecho que puede explicar el consumo una gran variedad de presas (ej. el observado en las serpientes como consumidoras de múltiples especies de anfibios). Estas presas se caracterizan por distribuirse vertical y horizontalmente en muchos hábitats, por lo cual la ubicación espacial de las especies de serpientes y lagartos podría estar dada por la presencia del recurso alimentario.


  Las especies Anolis auratus y A. gaigei usan de forma similar el recurso alimentario, sin embargo las especie A. auratus presenta mayores abundancias con relación a las de A. gaigei, este hecho podría mostrar las dinámicas poblacionales entre ambas especies estructuradas por el uso de recursos. Durante la época seca, el hábitat de ambas especies se sobrelapan en las áreas boscosas, pero no se tienen evidencias de cómo interactúan y/o evitan la competencia ambas especies en los bosques, lo cual constituye un tópico importante para investigar, ya que en otras formaciones vegetales como el bosque húmedo tropical, se presenta una división clara de los hábitat, donde A. auratus se restringe a las zonas abiertas y A. gaigei en zonas boscosas, en los bordes de los bosques y rara vez en su interior (Carvajal et al., 2007).


  La especie B. talpa parece ser generalista y oportunista en su dieta dada la cantidad de presas encontradas en sus estómagos, la alta amplitud de nicho, la presencia de presas como larvas de dípteros Calliphoridae asociados a cuerpos en descomposición, así como la presencia de presas subterráneas como las termitas (Isoptera) de las subfamilias Termitinae y Nassutermitinae. Además puede existir un cambio estacional de la dieta teniendo en cuenta la presencia de las larvas acuáticas de los dípteros de las familias Culicidae y Chironomidae las cuales se desarrollan en cuerpos de agua como charcos temporales (Wade et al., 2004). Sin embargo se sugiere un estudio de dieta de la especie que tenga en cuenta de una forma más detallada la estacionalidad del bosque. La preferencia de presas pequeñas, suaves y de movimientos lentos en la dieta de B. talpa podría deberse a su fácil captura y digestión; como se ha demostrado en otras especies de Gymnophthalmidos y amphisbaenas esto puede obedecer a un rasgo histórico que parece haber favorecido la evolución del grupo de excavadores (Barros et al., 2011).


  El género Bachia está representado por lagartos altamente especializados en hábitos fosoriales (Colli et al., 1998; Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008) por lo que B. talpa puede explotar estas características al aprovechar el recurso disponible tanto de hábitos terrestres como subterráneos, reduciendo así la competencia con otras especies de hábitos similares de la misma familia como G. speciosus y T. bifasciatus y otros como L. sanctamartae y la culebra ciega Amphisbaena medemi una especie fosorial, todos estos presentes en el ensamblaje del Bs-T.


  La especie Ameiva praesignis presentó como principal recurso a los artrópodos, su modo de forrajeo activo y su capacidad para estar tanto en las zonas boscosas como abiertas, le facilitan tener una amplia gama de recurso alimentario (Silva et al., 2003). La especie aprovecha tanto presas blandas como larvas de insectos, isópteros, arañas entre otros, así como presas duras como coleópteros y hormigas, lo que sugiere que el tipo de presas no determina la composición de la misma. Durante el trabajo de campo se observó escarbando en estiércol bovino, presumiblemente en búsqueda de escarabajos coprófagos de la familia Scarabidae o de sus larvas. El amplio espectro dietario para el género Ameiva viene de un linaje que se adecúa al recurso disponible, al usar a los artrópodos aprovechando su gran número y variedad, además también consumen pequeños vertebrados y poco material vegetal; lo que se evidencia en especies como A. ameiva, A. edracantha, A. septemlineata y otros Teiidae (Martins, 1991; Pough et al., 2001; Silva et al., 2003; Brennan, 2010; Jordán y Amaya, 2011).


  Las dos especies de lagartos nocturnos P. ventralis y T. rapicauda, se encontraron compartiendo la misma ubicación espacial y la dieta de ambas especies se caracterizan por el consumo principalmente de artrópodos, especialmente coleópteros y arañas, así como lo documenta Ávila-Pires (1995), en otras especies de lagartos nocturnos del mismo linaje, sin embargo difieren en el tamaño del cuerpo, lo que hace una diferencia en el tamaño de las presas consumidas. Además presentan valores de amplitud de nicho trófico cercanos, aunque el valor de sobreposición es muy bajo. Quizá la cercanía filogenética entre estas especies, hace que el nicho trófico y temporal sea semejante, sin que exista competencia excluyente como sucede en otras especies de lagartos nocturnos del género Hemidactylus, que pueden desplazar poblaciones de T. rapicauda (Howard et al., 2001).


  Las serpientes L. septentrionalis y T. paraguanae con actividad en horas nocturnas se observaron usando el recurso trófico de forma similar; los valores de sobreposición de nicho se pueden explicar en la manera como estas dos especies se reparten espacialmente en el hábitat, por un lado L. septentrionalis se observó principalmente forrajeando en el suelo, entre hierbas y hojarasca del bosque y de las zonas abiertas y por otro lado T. paraguanae se observó exclusivamente en zonas abiertas o en los bordes físicos de los bosques. Se sugiere realizar más estudios de dietas para estas especies para tener más certeza.


  Según nuestras observaciones en campo sobre la distribución espacial de las especies Crotalus durissus y Bothrops asper, en las cuales la primera estaba restringida a las áreas secas en cercanías a los fragmentos evaluados y la segunda en las zonas inundables de dichos fragmentos, esto sugiere que las especies parecen preferir diferentes ambientes y evitar así el uso de recursos similares. Se sugiere realizar estudios detallados que abarquen preguntas sobre los usos y distribución de los recursos en las dos poblaciones para describir mejor sus preferencias y como evitan competir entre ellas.


  CONCLUSIONES


  En síntesis el bosque seco tropical estacional por su dinámica entre las épocas climáticas y su heterogeneidad de ambientes y de hábitats, hace que los recursos espaciales y tróficos varíen a lo largo del año, lo que causa efectos sobre las abundancias de estos tanto horizontal como verticalmente (Janzen, 1988), situación que moldea la estructura de los ensamblajes de reptiles, posiblemente su supervivencia y propicia el flujo de las especies entre las zonas abiertas y de bosques, así como entre los microhábitats. Se presentaron diferencias entre la dieta, el espacio y el tiempo de actividad de las especies, lo que podría indicar segregación de los diferentes nichos de estas dentro de la dinámica del bosque seco tropical. Sin embargo, es fundamental investigar la posible competencia por recursos de las poblaciones de aquellas especies similares. Por otro lado también sería importante abordar investigaciones enfocadas a determinar el efecto que los factores limitantes que se hacen evidentes durante la época seca (ej. disponibilidad de agua, hábitats, alimento, temperaturas, entre otras), tienen sobre los ensamblajes de reptiles.
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  RESUMEN


  El copetón Zonotrichia capensis tiene una amplia distribución en América neotropical, es un ave tolerante a las intervenciones humanas, pero sabemos poco sobre su comportamiento de forrajeo en los Andes colombianos. Por ello, estudiamos la estrategia de forrajeo del copetón y, adicionalmente, el valor de parches alimentarios a lo largo de dos cercas vivas jóvenes (plantación < 2 años), en relación con la distancia a una zona de ronda del río Bogotá, en Cajicá, Sabana de Bogotá, Colombia. El río es un área dominada por árboles en una matriz rural a urbana. Utilizamos parches artificiales hechos de bandejas de aluminio con semillas mezcladas con arena. Determinamos la proporción de consumo entre tres parches con diferentes densidades de alimento inicial, para determinar si los copetones obtienen información del parche. Usamos también parches artificiales para determinar si la distancia al río a lo largo de dos cercas vivas jóvenes afectaba el forrajeo. Nuestros resultados indican que Z. capensis no obtuvo información del parche y no reconoció diferencias en parches con diferente densidad inicial de alimento. Adicionalmente, la distancia al río afectó el valor de los parches de forrajeo en solo una de las cercas vivas examinadas donde hubo mayor consumo cerca al río. Al parecer, la densidad inicial de alimento no afectó el nivel de explotación del parche por parte de los copetones, mientras que el valor del parche en las cercas vivas jóvenes puede estar influido por la distancia al río.


  Palabras clave: Andes, Colombia, estrategia de forrajeo, forrajeo óptimo, uso del espacio.

  


  ABSTRACT


  The Rufous-collared Sparrow Zonotrichia capensis is a widely distributed species in neotropical America, it is tolerant to human interventions, but we know little about its foraging ecology on the Colombian Andes. Therefore, we studied the foraging strategy and, additionally, the value of foraging patches along two young live fences (< 2 year planted) in relation to the Bogota River in Cajica, in an Andean highland plateau in Colombia. The Bogota River is one of few areas dominated by arboreal vegetation in an urban-rural matrix at the study site. We used artificial food patches made of aluminum trays with seeds mixed with sand. We measured the proportion of food consumed in patches with different initial food density to determine whether sparrows obtain information from the patch. We also used artificial patches to determine whether distance to the river affected the sparrow's foraging in two young live fences. Our results indicate that Z. capensis did not gather any information from the patch and did not differentiate patches with different amounts of food. Furthermore, the distance to the river affected the value of food patches, but only in one of the live fences, where there was higher food consumption close to the river. Apparently, the food initial-density did not affect the patch exploitation level by sparrows, but the patch value in young live fences could be influenced by distance to the river.


  Keywords: Andes, Colombia, foraging strategy, optimal foraging, use of space.

  


  INTRODUCCIÓN


  El copetón Zonotrichia capensis (Statius Müller, 1776) (Passeriformes, Emberizidae) tiene una amplia distribución en América, encontrándose desde Chiapas, México, hasta Tierra de Fuego en Argentina (Hilty y Brown, 2001). En la región tropical de América se distribuye desde la Guyana Francesa, pasando por la cuenca amazónica hasta los Andes, donde se encuentra hasta los 4700 m s.n.m. en Bolivia (Miller y Miller, 1968; Nottebohm, 1975). Su amplia distribución se debe a que ha sido capaz de colonizar espacios transformados, llegando a ser abundante en lugares altamente modificados como ciudades y áreas rurales (Miller y Miller, 1968; Garitano y Gismondi, 2003; Faggi y Perepelizin, 2006; Leveau y Leveau, 2006; Maragliano et al., 2009).


  Se han realizado estudios de la dieta del copetón en zonas templadas de Chile y Argentina y en zonas tropicales como los bosques subandinos de Colombia (Miller y Miller, 1965; López-Calleja, 1995; Rouges y Blake, 2001; Finley et al., 2011). En dichos estudios se ha observado que el copetón se alimenta principalmente de semillas, aunque puede complementar su dieta con insectos, dependiendo de la disponibilidad de recursos y la época del año. También se ha examinado su comportamiento frente a características del alimento como la presencia de sustancias químicas, encontrándose que puede percibir ciertos compuestos mediante el sentido del gusto antes de ingerirlos (Ríos y Mangione, 2010), y se comporta como una especie flexible ante cambios en su entorno (Cardozo et al., 2008; Solari y Saccagnini, 2009).


  La capacidad del copetón para escoger su alimento, su flexibilidad en la dieta y a los cambios en el hábitat, pueden implicar una evaluación eficiente entre costos y beneficios al momento de explotar parches alimentarios, y puede ser ventajosa para explotar zonas altamente transformadas como la Sabana de Bogotá en Colombia (ABO, 2000; Osorio y Molina, 2009).


  Charnov (1976) propuso que los forrajeadores maximizan sus tasas de cosecha a través del contraste entre los costos y beneficios al forrajear en parches alimentarios, y que con el paso del tiempo en el parche, el forrajeador presenta ganancias decrecientes debido al aumento del esfuerzo en la búsqueda y la disminución en la retribución por este esfuerzo.


  El valor del parche está asociado con las tasas de cosecha, de tal forma que un mayor consumo por unidad de tiempo podría indicar que el valor del parche es mayor, y se esperaría que las especies que puedan maximizar estas tasas de cosecha tengan una ventaja sobre otras que no puedan hacerlo. Valone y Brown (1989) usaron parches ricos (alta densidad de alimento) y pobres (baja densidad de alimento), en los que tres especies de roedores y tres especies de aves granívoras experimentaban ganancias decrecientes en su tasa de cosecha para evaluar la estrategia de forrajeo utilizada por cada una. Ellos propusieron cuatro estrategias de forrajeo con base en las posibilidades de obtener información de la calidad del parche de forrajeo luego de utilizarlo. La estrategia Fixed time es la única en la que la explotación del parche no es dependiente de la cantidad inicial de recursos y el parche rico es subutilizado con respecto al pobre, debido a que la variable que afecta el forrajeo no es la obtención de información sino un tiempo determinado de explotación. En las estrategias Prescient, Bayesian y Rate assessor sí hay obtención de información de acuerdo con la exploración, la explotación progresiva y la evaluación de la calidad del parche de acuerdo con la tasa de ganancia energética, respectivamente.


  En el desierto de Nacuñán (Argentina), Z. capensis prefirió explotar lugares cercanos a zonas con cobertura vegetal, obtuvo información del parche al realizar una exploración local rápida y explotó los parches alimentarios de acuerdo con la disponibilidad de recursos, de lo que se deduce que obtuvo información del parche alimentario (Milesi y Marone, 2015). Los autores sugirieron utilizar la técnica de densidades de abandono para estudiar la estrategia de forrajeo (Brown, 1988; Valone y Brown, 1989), debido a que no evaluaron exactamente la cantidad de información que el copetón es capaz de conseguir al momento de explorar el parche alimentario en ambientes homogéneos. Por lo anterior, evaluamos si Z. capensis utiliza información derivada de la explotación de un parche alimentario para determinar su calidad y nivel de explotación parches superficialmente homogéneos, estimando el efecto que tiene la densidad inicial de comida sobre la cantidad consumida.


  Por otra parte, la Sabana de Bogotá es la región más densamente poblada de Colombia, y allí el copetón es una de las especies más comunes (ABO, 2000; Molina, 2006; Osorio y Molina, 2009). La Sabana ha sido altamente transformada, pasando de estar ocupada por humedales y bosques (Van der Hammen, 2003), a ser una región compuesta por fragmentos de ecosistemas naturales en una matriz dominada por ambientes artificiales dedicados a la agricultura, ganadería, minería y desarrollo urbano (ABO, 2000). Como parte de las actividades rurales se han establecido cercas vivas para dividir predios, obtener madera, cortar vientos, entre otros servicios, lo que además contribuye a preservar parte de la biodiversidad de la Sabana (Beer et al., 2003; Bennet, 2003; Santivañez, 2005; Martínez-Salinas y DeClerck, 2010).


  El copetón, aunque es una especie que tolera un alto nivel de transformación del paisaje, percibe los cambios en su entorno, como es la presencia o ausencia de cobertura vegetal, prefiriendo las zonas que probablemente le signifiquen menor riesgo de ser depredada (Milesi y Marone, 2015). Las cercas vivas en áreas rurales y suburbanas aumentan la cobertura vegetal, y pueden brindar zonas de alimentación y refugio, generando así, espacios de conexión entre ecosistemas (DAMA, 2000; Hinsley y Bellamy, 2000; Ardila, 2003; Beer et al., 2003; Santivañez, 2005; Téllez-Farfán et al., 2013). Sin embargo, hasta donde sabemos, en la Sabana de Bogotá no se han realizado estudios que evalúen el efecto que tienen las cercas vivas sobre la ecología del copetón particularmente. Por ello, utilizamos parches de forrajeo artificiales para examinar si cercas jóvenes, con menos de dos años de plantación, que se alejan de una zona arbolada afectan el valor, o nivel de explotación, de parches de forrajeo para los copetones, aportando información sobre el copetón en la Sabana y sobre la posibilidad de usar cercas vivas como corredores ecológicos.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Estrategia de forrajeo


  Este estudio se realizó en el campus sur de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA) al norte de la ciudad de Bogotá, Cundinamarca; 4°47'57'' N-74°02'40'' W, 2550 m s.n.m. El campus de la UDCA se encuentra dentro del área rural de Bogotá, colindando hacia el norte con el humedal de Guaymaral y hacia el sur con la zona de expansión urbana de la ciudad. Las observaciones las hicimos en una cerca viva cercana a una cancha de fútbol donde frecuentemente se observan copetones. Para examinar su estrategia de forrajeo utilizamos parches artificiales de diferente calidad, representada por la cantidad de semilla, utilizando cinco estaciones con tres bandejas de aluminio cada una. Cada estación tuvo condiciones ambientales muy similares entre sí. En este estudio, cada parche corresponde a una bandeja. Las bandejas (14,5 · 9,5 · 4,5 cm) contenían 0,5 L de arena mezclados con diferentes cantidades de alpiste. La arena tuvo el propósito de generar ganancias decrecientes al dificultar la obtención de semillas a medida que aumentaba el tiempo de explotación del parche (Brown, 1988) y para registrar huellas que permitieran verificar que los datos obtenidos fueran de copetón. La certeza del uso de los parches por parte del copetón la obtuvimos haciendo observaciones de los parches de forrajeo y revisando las huellas. En el campus sur, las únicas especies granívoras aparte del copetón eran Sporagra spinescens, Astragalinus psaltria y Zenaida auriculata (Sánchez et al., 2013); las dos primeras raramente visitaron la zona donde se hizo el experimento y las huellas de Z. auriculata eran considerablemente más grandes que las del copetón. Cada bandeja tuvo un techo de plástico para evitar que la lluvia alterara el peso de las semillas y contenía diferentes cantidades de alimento con el fin de evaluar si los copetones podían identificar diferencias en la calidad de cada parche. En cada estación había una bandeja con 1 g de alpiste (el equivalente a un parche pobre), otra con 3 g (el equivalente a un parche medio), y otra con 5 g (el equivalente a un parche rico). En cada ensayo variamos la posición de cada bandeja de forma aleatoria con el propósito de evitar que el forrajeador se decidiera por una bandeja por la posición del parche en el ensayo anterior (Valone y Brown, 1989). Realizamos el experimento durante siete días seguidos, después de un periodo de diez días de habituación, al lugar y a las bandejas, utilizando alpiste y pan. Las bandejas se dejaron desde las 07:00 h hasta las 12:00 h, para obtener una evaluación diaria de cinco horas. Después de cada periodo de evaluación diario, procedimos a tamizar la arena para calcular el peso de las semillas consumidas y medir la proporción de alimento consumido por parche alimentario, i.e., masa de alimento consumido/masa de alimento inicial de cada bandeja. Para la determinación de la estrategia de forrajeo, inicialmente evaluamos si la densidad inicial de recursos no afectó la proporción de consumo, lo que correspondería con las predicciones de la estrategia fixed time, es decir, no uso de información. En caso de haber efecto de la densidad inicial de alimento por parche sobre el consumo, se evaluaría el nivel de explotación del parche rico con respecto al pobre.


  Uso de parches alimentarios en cercas vivas jóvenes


  Este estudio lo desarrollamos en la Universidad Militar Nueva Granada (UMNG), en el municipio de Cajicá, Cundinamarca, Colombia; área ~ 76 ha, 4°56'32.97'' N y 74°00'46.38'' W, 2560 m s.n.m. La UMNG se encuentra al norte de Bogotá y forma parte de la Sabana de Bogotá (Guhl, 1981). Antes de pertenecer a la UMNG, los terrenos del campus se utilizaron para actividades agropecuarias. Actualmente están conformados por tres coberturas principales: construcciones con pastizales y jardines, pastizales dominados por Cenchrus clandestinus junto con árboles dispersos y zonas de cultivos, y una zona arbolada ubicada en la ronda del río Bogotá, con árboles de las especies Eucalyptus sp. y Salix humboldtiana, con alturas entre 6 y 15 m, y arbustos de Baccharis spp. (Barrera-Niño y Sánchez, 2014). Recientemente se han sembrado árboles y arbustos de especies nativas en esta zona. La UMNG colinda al oriente con el río Bogotá, al norte con una finca en donde se presentan cultivos transitorios y cultivos permanentes de flores, al occidente con la variante Cajicá-Zipaquirá, y al sur con un área donde se encuentran cultivos de flores abandonados. En el año 2012 se sembraron diferentes especies de árboles del bosque altoandino, para formar cercas vivas en los perímetros norte y sur del campus. Estas cercas colindan al oriente con el río Bogotá, un área más natural y con mayor cobertura arbórea en comparación con el sector occidental de las mismas, en el que colindan con la vía (Fig. 1). En el momento de los experimentos, las cercas estaban conformadas por dos filas de árboles cuya altura oscilaba entre 1,5-3 m de altura. Establecimos estaciones de forrajeo separadas entre sí de 100 m en cada cerca (Fig. 1). Colocamos una bandeja de aluminio de 30 · 21 · 4 cm, con 2 g de mijo rojo mezclados con 2 L de arena por estación evaluada. Por día, las bandejas fueron dejadas desde las 06:00 h hasta las 18:00 h. Luego de cada periodo, las bandejas fueron recogidas para tamizar la arena y determinar la densidad de abandono por estación, que nos permitía obtener el dato de consumo. Esta evaluación se realizó durante treinta días, en los meses de noviembre y diciembre del 2014. Para confirmar la especie de ave que utilizaba el parche, colocamos cámaras trampa Trophy Cam Bushnell® frente a las bandejas durante el mismo periodo de tiempo en que éstas se dejaban a disposición de los forrajeadores. Para determinar el valor de los parches a lo largo de las cercas vivas y poder así, establecer el valor que éstas dan a su hábitat en cuanto a refugio y fuente de recursos (Brown, 1988), analizamos si el nivel de explotación de los parches a lo largo de las cercas cambia, es decir, si la cantidad consumida por los copetones era afectada por la distancia al río.


  [image: ]


  Análisis estadísticos


  Realizamos un análisis de varianza para examinar la estrategia de forrajeo y determinar el efecto del parche, es decir la densidad inicial sobre la proporción de consumo. Al iniciar el análisis del uso de parches alimentarios en cercas vivas jóvenes, excluimos las estaciones de forrajeo más cercanas al río, debido a la presencia de gallinas en ellas. Luego realizamos análisis de varianza para determinar los efectos de la distancia al río, la ubicación de la cerca (costado norte o costado sur) y el día sobre el consumo. En este análisis, usamos la raíz cuadrada del consumo para corregir violaciones al supuesto de homoscedasticidad. Para examinar el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homoscedasticidad realizamos análisis de residuales; todas las hipótesis estadísticas las evaluamos usando un nivel de significancia α=0,05. Para diferenciar las estaciones, de acuerdo con la distancia al río, realizamos una prueba post-hoc de Tukey.


  RESULTADOS


  Estrategia de forrajeo del copetón


  La torcaza Z. auriculata y el copetón Z. capensis utilizaron las bandejas del experimento. Las bandejas utilizadas por Z. auriculata se excluyeron del análisis estadístico. La densidad inicial de alimento en el parche (Cuadrados medios [CM]=0,311, F2, 92=2,27, p=0,11) no tuvo efecto sobre la proporción de consumo por parte de los copetones (Fig. 2).


  [image: ]


  Uso de parches alimentarios en cercas vivas jóvenes


  El factor día no afectó el uso de los parches (p<0,05) y fue eliminado del modelo estadístico final. La ubicación de la cerca (CM=1,22, F1,290=8,29, p=0,04), distancia al río (CM=3,97, F4,290=27,1, p<0,01) y la interacción cerca·distancia al río (CM=1,88, F4,290=12,8, p<0,01) afectaron el forrajeo del copetón. El efecto de la interacción se explica porque hubo un mayor consumo en las dos estaciones más cercanas al río en la cerca norte, mientras que en la cerca sur no hubo un efecto de la distancia al río (Fig. 3).


  [image: ]


  DISCUSIÓN


  Nuestros resultados indican que los copetones no utilizaron información derivada de la cantidad de alimento inicial para decidir cuánto tiempo explotarlo. En otras palabras, los copetones no usaron estrategias que dependen del uso de información derivado del uso del parche, por lo que deducimos que utilizaron la estrategia fixed time (Valone y Brown, 1989). En el estudio desarrollado por Milesi y Marone (2015), el copetón obtuvo información de las características del entorno para luego explotarlo, prefiriendo las zonas que facilitaban la obtención de las semillas. Sin embargo, Valone y Brown (1989) comentan que un individuo puede variar su estrategia de forrajeo de acuerdo con el nivel de heterogeneidad en el parche, de tal manera que entre más heterogéneo sea, más información debe adquirir. En nuestro caso, los copetones se encontraron con parches superficialmente homogéneosy no obtuvieron información de los mismos, por lo que el nivel de explotación de cada parche no fue proporcional a la cantidad inicial de alimento, características que definen la estrategia fixed time (Valone y Brown, 1989).


  El copetón utiliza la vista en el ejercicio de exploración y explotación de un parche alimentario (Getty y Pulliam, 1993), lo que le podría facilitar la llegada a los sitios de forrajeo e influenciaría sus decisiones durante la explotación de los parches. Debido a que en nuestro experimento las semillas estaban mezcladas con arena y las bandejas tenían aspectos similares, posiblemente se le dificultó a los copetones ver el alimento. Esto concuerda con lo discutido por Valone y Brown (1989), quienes sugieren que la cantidad de semillas que se observa en la superficie de los parches no da una información completa sobre el valor de los mismos. En el estudio mencionado (Valone y Brown, 1989), una especie de codornices utilizó la estrategia de fixed time y el nivel de explotación del parche no se relacionó de forma proporcional con su densidad inicial de alimento. De forma similar, una especie de paloma no reconoció diferencias entre parches de diferente calidad, mientras que grupos de diversas aves sí demostraron un comportamiento de forrajeo dependiente de la densidad inicial de alimento en cada parche, pero de forma inexacta bayesian foraging (Valone y Brown, 1989).


  Kelt et al. (2004) encontraron que Z. capensis junto con Diuca diuca son importantes depredadores de semillas en el Parque Nacional Bosque Fray Jorge (Chile), su forrajeo es independiente del microhábitat, entre zonas abiertas y cubiertas arbustivas, posiblemente debido a que en la zona hay pocas especies de depredadores voladores. Por el contrario, Milesi y Marone (2015) observaron en sus experimentos que los individuos de copetón inician su forrajeo prefiriendo las zonas cubiertas, debido, posiblemente a su percepción de riesgo. En nuestro estudio, Z. capensis muestra tendencia a preferir las zonas cercanas al río en una de las cercas, lo que concuerda más con lo reportado por Milesi y Marone (2015), e indicaría que el copetón percibe diferencias en la cerca a nivel de microhábitat. Una posible explicación puede ser debida a que la zona presenta mayor vegetación arbórea la cual puede ser percibida como más segura por parte de los copetones, lo que implicaría que las cercas vivas aún no son percibidas como zonas de refugio. Estos resultados contrastan con estudios previos en otros lugares, donde esta especie prefiere zonas con baja cantidad de árboles, arbustos dispersos y dominancia de pastos para forrajear y anidar (Miller y Miller, 1968; Kelt et al., 2004). Así, es posible que al incrementarse el tamaño de los árboles en la cerca, el uso del espacio por parte del copetón varíe en el futuro y las aproveche únicamente como zonas de refugio o de paso hacia otros ecosistemas. También, la distancia al río posiblemente no es la única variable que afecta el forrajeo de esta especie a lo largo de las cercas vivas, como sucedió en la cerca sur, sino los ecosistemas aledaños que pueden ser fuente de individuos. Las zonas aledañas a la UMNG, hacia el norte y sobretodo el sur, presentan cultivos de plantas medianas como flores de rosa (Rosa sp.), lo que podría explicar la tendencia de uso de los parches alimentarios a lo largo de ésta última cerca viva, si se tiene en cuenta que Z. capensis prefiere este tipo de plantas y percibe estos cultivos como zonas de refugio.


  En las cercas vivas presentes en el campus de la UMNG los árboles posiblemente aún no tienen los tamaños de copa ni altura necesarios para la anidación de Z. capensis, aunque ya hemos observado algunos nidos en Baccharis bogotensis y Dodonea viscosa cercanas a las cercas. Variables como tamaño de copa, altura, DAP y tipo de conectividad afectan la diversidad de aves (Santivañez, 2005) y se espera que a medida que madura una cerca viva se modifiquen las comunidades de aves que la utilizan. Así, Z. capensis es una especie que colonizaría y utilizaría las cercas vivas en los momentos iniciales, mientras los árboles y arbustos logran valores altos en las variables mencionadas, pero que dejaría de dominar en el caso en que las cercas vivas presenten las condiciones necesarias de estructura, composición y conectividad para el establecimiento de otras especies propias de bosque secundario. En nuestro estudio no pudimos evaluar dichas ideas. Para ello, sugerimos que estudios en el futuro realicen un seguimiento del uso que Z. capensis y otras especies dan a las cercas vivas, para relacionarlo con las características de las mismas (estructura, composición y conectividad).


  CONCLUSIONES


  Al parecer, el copetón Z. capensis no obtuvo información sobre los parches de forrajeo, lo que conlleva a deducir que utilizó la estrategia fixed time. Es posible que el copetón se guíe por el sentido de la vista a la hora de explorar y explotar un parche; sin embargo, debido a que las semillas estaban mezcladas con arena, el sentido de la vista no le aporta información completa sobre el valor del parche. Adicionalmente, la heterogeneidad en el paisaje puede influir en la estrategia de forrajeo que utiliza, ya que en otros estudios realizados en ambientes más heterogéneos, el copetón obtuvo información del parche. Por otra parte, la distancia al río en una de las cercas vivas de la UMNG influyó sobre el valor de los parches de forrajeo, lo que sugiere que la calidad de hábitat se reduce al alejarse de la zona arbolada. En el caso de la cerca en la que la distancia al río no explicó el valor del parche, posiblemente la presencia de plantas de tipo arbustivo en zonas aledañas module el efecto de la distancia al río.
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  RESUMEN


  Con el fin de determinar si los micrositios de establecimiento están limitando el reclutamiento de las plántulas y la regeneración de Espeletia uribei, un frailejón endémico y valor objeto de conservación del Parque Nacional Natural Chingaza, se evaluaron diez variables bióticas y abióticas dentro de micrositios con plántulas y micrositios vacíos. Las variables que más se relacionaron con el establecimiento fueron: la distancia al adulto reproductivo más cercano, el tipo de zona de luz "abierta" y la estructura de vegetación "herbácea" asociada. La distancia al adulto reproductivo más cercano dificulta que las semillas alcancen micrositios más alejados debido al tipo de dispersión primaria barócora de la especie. Zonas de luz "abiertas" y vegetación asociada herbácea condicionaron la capacidad de germinación y establecimiento de la especie. Los resultados mostraron que el reclutamiento de E. uribei está limitado por la disponibilidad de micrositios que reúnan estas condiciones, un factor que es importante considerar para el planteamiento de futuros proyectos de manejo para la conservación y restauración de las poblaciones de la especie.


  Palabras clave: distancia al adulto, frailejón, luz, microhábitat, páramo, reclutamiento, vegetación asociada.

  


  ABSTRACT


  In order to determine whether microsites are limiting seedling recruitment and regeneration of Espeletica uribei (an endemic frailejon, a valuable species subject to conservation in the Parque Nacional Natural Chingaza) ten biotic and abiotic variables were evaluated from E. uribei seedling microsites as well as from sites without seedlings. The variables associated with seedling establishment were distance from the nearest reproductive adult, the quality of exposure to light, and associated herbaceous structure. Reduced distances from the nearest reproductive adult made it difficult for the seeds to reach distant microsites due to the principle wind dispersal type (anemochory). Open gaps and associated herbaceous structure positively affect the germination capacity and establishment of the species. The results suggest that E. uribei recruitment is limited by the availability of microsites that meet these conditions. These are important factors to consider when planning future projects for the conservation and restoration of this species.


  Keywords: distance to the adult, frailejon, light, microhabitat, paramo, recruitment, associated vegetation.

  


  INTRODUCCIÓN


  La dinámica de una población puede medirse en términos de nacimientos, muertes y transiciones entre diferentes estados, tamaños o edades. En las plantas, uno de estos procesos es el reclutamiento, donde una serie de factores bióticos y abióticos determinan el número de individuos nuevos que entran a la población (Rey y Alcántara, 2000).


  Han sido numerosos los estudios alrededor de las estrategias de reclutamiento que tienen las plantas para establecerse y mantenerse en los hábitats. Algunos estudios han abordado aspectos relacionados con la producción de semillas (Eriksson y Ehrlen, 1992; Caspersen y Saprunoff, 2005; Sanguinetti y Kitzberger, 2009), los mecanismos de dispersión (Montenegro, 2000; Rey y Alcántara, 2000; Velasco, 2004; Díaz y Armesto, 2007; Contreras, 2009), la formación de bancos de semillas (Montenegro, 2000; Forget et al., 2005), los procesos de germinación (Schupp, 1995;; García y Monroy, 2005; Contreras, 2009), la depredación de semillas (Ruiz, 1977; Arango, 2001; Contreras, 2009), la disponibilidad de luz (Wenny, 2000; Méndez et al., 2006), las características del suelo, el efecto de la vegetación competidora o nodriza sobre el establecimiento y desarrollo de las plántulas (Méndez et al., 2006; Mora et al., 2006a), o el arribo y la elección de micrositios adecuados (Schupp, 1995; Rey y Alcántara, 2000; Moreno, 2008).


  Un micrositio se define como el ambiente tanto aéreo como subterráneo que rodea a una planta y que le permite la supervivencia y desarrollo, al proporcionarle los requerimientos suficientes para realizar al menos un evento reproductivo exitoso durante su ciclo de vida (García y Monroy, 2005). En los ecosistemas de alta montaña, por ejemplo, existe una marcada heterogeneidad ambiental, generando un mosaico de parches habitables y no habitables para las especies (Vargas y Pérez-Martínez, 2014). Esta situación hace que el reclutamiento sea limitado por la disponibilidad de micrositios óptimos para la germinación y el establecimiento.


  En general, comprender los factores que determinan el reclutamiento de las plantas es necesario para entender los procesos de regeneración en las poblaciones. En este estudio, se plantea la hipótesis de que las plántulas de E. uribei están más limitadas por las características de los micrositios para el establecimiento que por la producción de semillas por las plantas adultas.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  El estudio se realizó entre febrero de 2013 y enero de 2014 en el Parque Nacional Natural Chingaza, un área protegida inscrita a la Unidad Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales de Colombia (UAESPNN). El Parque está ubicado en la Cordillera Oriental, entre los departamentos de Cundinamarca (zona nororiente de Bogotá) y el departamento del Meta.


  El parque Chingaza presenta un rango altitudinal que va desde los 800 hasta los 4200 m s.n.m, pero con un mayor porcentaje de zonas sobre los 3300 m s.n.m. que incluyen ecosistemas típicos de alta montaña tropical andina, caracterizados por condiciones ambientales adversas como: variaciones diarias de temperatura, alta exposición de energía radiante, estacionalidad hídrica, sequía fisiológica, bajas temperaturas en el suelo y en el aire, baja presión atmosférica (con poca disponibilidad de oxígeno), vientos fuertes y disponibilidad limitada de polinizadores (Monasterio, 1986; Mora-Osejo y Sturm, 1994; Vargas y Pedraza, 2003).


  En el Parque Chingaza se presenta un régimen de lluvias unimodal-biestacional, con lluvia máxima entre junio y julio y con una época más seca entre diciembre y enero (Fig. 1). El promedio de precipitación media multianual (periodo 2006-2012) fue de 1891 mm y la temperatura promedio multianual (periodo 2008-2010) de 9.9 °C (Fuente: Estación meteorológica Campamento de Palacios, Guasca, Cundinamarca, Altitud: 3200 m s.n.m. Empresa de Acueducto y Alcantarillado de Bogotá (EAAB)-Sistema de Información Hidrológica-SIH).


  [image: ]


  La zona de estudio (4°43,318' N 73°49,961' W), es una franja de transición entre el límite superior del bosque alto andino y el subpáramo; allí E. uribei presenta su distribución natural. El área estudiada incluyó un terreno de 5200 m2 (65 * 80 m), con una altitud que oscilo entre los 3278 y 3297 m s.n.m. Con un ángulo de inclinación general de 22,78° y una pendiente de 0,42.


  En el área se encontraron árboles pequeños y aislados dentro de la matriz de vegetación abierta, dominada principalmente por gramíneas, hierbas y arbustos, donde se destacan los matorrales (arbustales) con especies de la familia Asteraceae (Pentacalia, Diplostephium y Baccharis), Hypericaceae (Hypericum) y Ericaceae (Macleania, Gaultheria, Vaccinium y Pernettya spp.), así como pastizales de Calamagrostis effusa, pajonales de Agrostis sp. y arbustos como, Aragoa abietina, Diplostephium revolutum, Pernettya prostrata, Bucquetia glutinosa, entre otras plantas que no superan los cuatro metros de altura (Vargas y Pedraza, 2003).


  Especie en estudio


  Espeletia uribei Cuatrecasas 1978 (Asteraceae) es una especie endémica del Parque Chingaza, se encuentra entre el límite superior del bosque altoandino (3000 y 3200 m s.n.m.) y el subpáramo (3200 y 3500 m s.n.m.), así como en algunas áreas abiertas que quedan después de la destrucción del bosque, o también de forma aislada en los bosques achaparrados que crecen en los pliegues de las montañas y entre los abrigos rocosos (Vargas y Pedraza, 2003).


  Espeletia uribei (Fig. 2) se distingue fácilmente de otros frailejones por presentar un tallo totalmente desnudo (sin presencia de necromasa) que alcanza hasta diez metros de altura, hojas grandes y coriáceas, e inflorescencias cortas y cubiertas por la roseta de hojas (Vargas y Pedraza, 2003). Las hojas de los adultos son glabras, es decir, que no presentan una capa densa de pelos, por lo que su estructura es más coriácea o dura a diferencia de E. grandiflora y E. killipii. Las inflorescencias son terminales con inflorescencias radiales (capítulos) inicialmente amarillas y rojizas al envejecer (Bonilla M y Gallego AG). Las semillas denominadas aquenios, son un complejo fruto-semilla. Las semillas son pequeñas de 1 x 2,5 mm de longitud y de forma ovoide triangular, la cubierta seminal es de color castaño, superficie lisa y consistencia endurecida, delgada y quebradiza. Los cotiledones y el embrión están recubiertos por una capa delgada. No presenta endospermo, su embrión es central, lineal, recto, de color blanquecino y está provisto de dos cotiledones carnosos y gruesos (Moreno, 2008).


  [image: ]


  La época de floración de la especie, durante esta investigación, inició a finales de junio hasta mediados de octubre del año 2013 y la época de dispersión de semillas fue durante la temporada seca entre los meses de septiembre de 2013 y enero de 2014. La dispersión primaria de Espeletia es barócora, donde las semillas pueden caer debajo de los padres, y una dispersión secundaria donde el viento o la escorrentía mueven las semillas a una mayor distancia de los adultos reproductivos.


  Fases de campo y laboratorio


  Para evaluar las características de los micrositios se sortearon de forma aleatoria 99 puntos dentro del área de estudio, caracterizando 40 micrositios de establecimiento de plántulas de E. uribei, y 59 micrositios vacíos o de no establecimiento, identificando y comparando así las condiciones que predominan cuando las plántulas de E. uribei están presentes.


  Cada micrositio se delimitó con un cuadrante de 50 cm2 alrededor de la plántula o punto vacío, donde se registraron las siguientes variables: número de plántulas de E. uribei, estructura de la vegetación asociada (estratos), porcentaje de suelo desnudo, composición y número de especies asociadas, porcentaje de cobertura de cada especie asociada, porcentaje de vegetación muerta, cantidad de agua en el suelo (humedad del suelo), pH del suelo, tipo de zona de luz y distancia al adulto más cercano.


  Se consideraron como plántulas los individuos que no presentaron estípite o presencia de un tallo. En cada plántula se midieron otras variables como: número de hojas, longitud de la hoja más larga y el aspecto físico de la plántula, para determinar la estructura de tamaños y el estado de las plántulas de E. uribei.


  Las variables, suelo desnudo, cobertura de cada especie asociada y vegetación muerta se midieron como porcentaje de cobertura usando una cuadrícula; para la variable humedad del suelo, se tomó una muestra en la que se registró el peso húmedo y el peso seco, las muestras se analizaron en el laboratorio de Ecología de la Universidad Nacional. El suelo se secó en un horno de convección natural a temperatura constante de 65 °C, durante cinco días. A la muestra de suelo seco se le retiraron 5 g. que se disolvieron en agua destilada para medir posteriormente el pH del suelo.


  La variable tipo de zona de luz se evaluó de acuerdo con la presencia-ausencia de luz que generó la estructura y cobertura de las especies asociadas, definiendo tres categorías: 1) abierta, se refiere a una zona donde llega directamente la radiación solar; 2) parcialmente cerrada, cuando un 50 % de la zona presenta sombra y 3) cerrada cuando es muy baja o nula la cantidad de luz que llega al suelo.


  La variable estructura de la vegetación asociada, tuvo tres categorías: 1) herbácea: cuando las plantas presentaron un altura máxima de un metro, 2) arbustiva: se refiere a plantas entre uno y tres metros de altura, 3) herbáceo-arbustivo: cuando el 50 % de las plantas presentes eran hierbas de porte pequeño, y había presencia de un arbusto. Para la variable de composición de especies asociadas se usó la guía de plantas ilustradas de Chingaza (Madriñan, 2004), así como la recolección de ejemplares (permiso de estudio 003 de 13 de febrero de 2013. Parques Nacionales Naturales de Colombia) para la posterior identificación botánica en el herbario de la Universidad Nacional.


  Análisis estadístico


  Para determinar si hubo diferencias significativas entre los micrositios de establecimiento de plántulas y los micrositios vacíos se realizó estadística descriptiva, pruebas de normalidad, homocedasticidad y análisis de varianza. Las pruebas de Wilcoxon y Kolmogorov-Smirnov se aplicaron para las variables: porcentaje de vegetación muerta, pH, porcentaje de suelo desnudo y distancia al adulto más cercano; la prueba t-Test para las variables: cantidad de agua en el suelo y número de especies asociadas; y el Test de Chi2 y test G con corrección de Williams, para las variables cualitativas tipo de vegetación asociada y tipo de zona de luz.


  Para evaluar cuáles variables tuvieron mayor relación y probabilidad de ocurrir con el establecimiento de las plántulas se realizó una regresión logística.


  Los análisis estadísticos y gráficos, se hicieron usando el programa R Versión 3.0.0 (R Development Core Team, 2008) y RWizard Software (Guisande et al., 2014), empleando y modificando los scripts de Guisande et al. (2011).


  RESULTADOS


  En los micrositios de establecimiento se encontraron en promedio dos plántulas, con un valor máximo de 13 plántulas (N = 40; máx = 13; mín = 1; SD ± 2,79). El tamaño de las plántulas, de acuerdo con la longitud de la hoja más larga, fue en promedio de 10,97 cm (N = 40; máx = 31; mín = 1,5; SD ± 7,42), con cuatro hojas en promedio por individuo (N = 40; máx = 15; mín = 2; SD ± 1,67). Estos datos presentaron un intervalo amplio y una desviación estándar alta, sugiriendo que las plántulas tuvieron una distribución desigual de tamaños.


  El 53,8 % de las plántulas evaluadas no presentó ningún daño, mientras que 34,6 % presentaron hojas secas y 11,5 % tuvieron señales de herbivoría.


  El porcentaje de vegetación muerta en los micrositios con plántulas fue en promedio de 16 % (N = 40; máx = 30; mín = 0; SD ± 7,55) y para micrositios vacíos de 23 % (N = 59; máx = 80; min = 0; SD ± 16,40). No hubo diferencias significativas en el porcentaje de vegetación muerta entre estos dos tipos de micrositios (Wilcoxon W = 1389; p = 0,1365 y Kolmogorov-Smirnov D = 0,2398; p = 0,12; Fig. 3).
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  El pH del suelo no presentó diferencias significativas entre micrositios vacíos y micrositios con plántulas (Wilcoxon W= 1136,5; p = 0,75; Kolmogorov-Smirnov D = 0,1021; p = 0,96; Fig. 3).


  La cantidad de agua en el suelo en micrositios con plántulas fue en promedio de 213,05 g (N = 40; máx = 433,84; mín = 74,53; SD ± 77,19) y para micrositios vacíos de 199,51 g (N = 59, máx = 421,55; mín = 49,41; SD ± 66,85). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los micrositios (t = -0,8405; df = 79,157; p = 0,4032; Fig. 3).


  En cuanto al porcentaje de suelo desnudo, no hubo diferencias entre micrositios vacíos y micrositios con plántulas (Wilcoxon W = 1144,5; p = 0,69; Kolmogorov-Smironov D = 0,0822; p = 0,99), sus valores medios fueron de 1,10 % y 1,55 % respectivamente (Fig. 3).


  El número promedio de especies asociadas fue de cinco en ambos tipos de micrositios (m. vacíos: N = 59; máx = 10; mín = 2; SD ± 1,80; m. llenos: N = 40; máx = 9; mín = 2; SD ± 1,89; Fig. 3) y no hubo diferencias significativas entre micrositios con plántulas y micrositios vacíos (t-Test, t = -0,2376; df = 80,95; p = 0,8128).


  La distancia al adulto más cercano tuvo un valor promedio de 1124,22 cm para micrositios vacíos (N = 59; máx = 2250; mín = 100; SD ±599,10) y de 825,5 cm en micrositios de establecimiento de plántulas (N = 40; máx = 2150; mín = 90; SD ±560,52), presentándose diferencias significativas entre los micrositios (Wilcoxon W = 1547,5; p = 0,008; Fig. 3).


  El tipo de vegetación asociada, tanto para los micrositios vacíos como para micrositios con plántulas fue el estrato herbáceo. No hubo diferencias significativas en el tipo de vegetación entre los micrositios (estadístico X2 de Pearson = 5,4462; df = 2; p = 0,065; test G sin corrección G = 6,1723; X2 df = 2; p = 0,045). Sin embargo, la categoría "estrato arbustivo" fue menos frecuente en los micrositios con plántulas (Fig. 4).
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  En la variable zona de luz hubo diferencias significativas entre los dos tipos de micrositios (estadístico X2 de Pearson d = 10,1762; df = 2; p = 0,0070), la categoría zona de luz cerrada no se presentó en ningún micrositio donde hubo plántulas de E. uribei (Fig. 5).
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  El establecimiento de las plántulas disminuyó cuando el tipo de vegetación arbustiva estuvo presente (r = -3,76e+01; p = 0,99). Igualmente, la mayor probabilidad de que hubiera establecimiento de plántulas estuvo asociada con la variable zona de luz parcialmente cerrada (r = 3,618e-03; p = 0,54). La distancia al adulto reproductivo más cercano fue la variable más relacionada con el establecimiento de las plántulas (r = -9,91e-04; p = 0,02; Tabla 1).


  [image: ]


  Se registraron un total de 48 especies asociadas a los micrositios, perteneciente a 23 familias y 33 géneros. Las especies más abundantes y comunes entre los micrositios vacíos y llenos fueron: Hypnum amabile (Hampe, 1869), Chusquea tessellata (Munro, 1989), Agrostis perennans (Tuck) y Pernettya prostrata (Cav.DC.)(Tabla 2). Las coberturas y frecuencias de las especies exclusivas fueron muy bajas (Tabla 3) y no hubo diferencias significativas entre los porcentajes de cobertura relativa de las especies y los tipos de micrositios (Wilcoxon W = 1280; p = 0,1851; Kolmogorov-Smirnov D = 0,2553; p = 0,09341).
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  DISCUSIÓN


  El establecimiento de los nuevos reclutas, o individuos que entran a la población, es un proceso crítico en la vida de las plantas debido a que depende en gran parte de micrositios óptimos que brinden nutrientes y protección necesaria para la germinación, el crecimiento y la supervivencia de las semillas y las plántulas (Eriksson y Ehrlen, 1992; Chambers y MacMahon, 1994; Begon et al., 1995; Schupp, 1995, Chambers et al., 1999; Fenner y Thompson 2005).


  En ambientes con condiciones ambientales drásticas como los páramos, el reclutamiento de las plántulas es un factor limitante en la dinámica de las poblaciones, sin embargo, son poco los estudios sobre las estrategias que les permiten a las semillas y las plántulas persistir en estos ambientes (Vargas y Pérez-Martínez, 2014). Entre los estudios se reportan el género Espeletia (Smith, 1981), Senecio keniodendro en los páramos africanos (Smith y Young 1982), P. dasylirioides (Augspurger, 1985), Puya spp. (Miller, 1987; Mora et al., 2006b), E. Spicata (Estrada y Monasterio, 1988), E. granfilora (Fagua y González, 2007) y E. killipii (Moreno, 2008).


  En el páramo las semillas y plántulas están sometidos a temperaturas cercanas al punto de congelamiento, periodos de sequía con altas temperaturas en la superficie del suelo, inestabilidad del sustrato, bajos niveles de oxígeno y suelos ácidos que producen gran cantidad de mortalidad de plántulas (Vargas y Pérez-Martínez, 2014). Para superar estas restricciones, muchas plantas requieren condiciones más favorables que son encontradas a pequeña escala (de semilla y de plántula) en los llamados "micrositios favorables" para la germinación y establecimiento. Estos micrositios son un factor decisivo en la regeneración de muchas especies de plantas en los páramos y constituye un tema de estudio muy importante para la conservación y restauración ecológica en estos ecosistemas estratégicos (Vargas y Pérez-Martínez, 2014).


  Las variables que determinaron el establecimiento exitoso de las plántulas de E. uribei en los micrositios de establecimiento fueron la zona de luz abierta, el tipo de vegetación asociada herbácea y la distancia al adulto más cercano. Aunque, las otras variables evaluadas no presentaron relaciones de significancia, es necesario tener en cuenta que en ocasiones pueden llegar a afectar la germinación y el establecimiento de las plántulas.


  El porcentaje de vegetación muerta no tuvo en este estudio una relación significativa con el establecimiento; sin embargo, puede llegar a afectar las etapas de germinación y emergencia de las plántulas de forma positiva, cuando su presencia determina la cantidad y calidad de nutrientes y minerales presentes en el suelo, y que serán usados por las plántulas en sus procesos fisiológicos, así como el papel que ejercen en la regulación de condiciones microambientales (McGee y Birmingham, 1997; Caspersen y Saprunoff, 2005). Al contrario, para otras plántulas es mejor contar con sustratos con poca vegetación muerta, pues, algunas semillas son incapaces de penetrar las capas gruesas de la hojarasca y acceder al suelo mineral (McGee y Birmingham, 1997; McGee, 2001).


  Aunque las plántulas de E. uribei no estuvieron limitadas por el porcentaje de vegetación muerta se observó que en los micrositios de establecimientos hubo un porcentaje bajo de restos de vegetación (16 % en promedio). Esto puede estar relacionado con una mayor supervivencia de las plántulas en los microhábitats con acumulación de vegetación muerta con respecto a zonas de suelo totalmente desnudos o pedregosos (Marañón et al., 2004), debido a que se reducen las amplitudes de temperatura, aumenta la humedad del suelo y se regulan los niveles de luz según la masa y el espesor de la cubierta (Donath y Eckstein, 2010). Así mismo, al ser una capa delgada, no limitó el crecimiento de las plántulas.


  El pH del suelo no presentó diferencias entre los micrositios vacíos y llenos, ni relevancia sobre el establecimiento, sino que correspondió a las características generales del suelo de Chingaza, los cuales se caracterizan por ser ácidos, con baja saturación de bases, alta capacidad catiónica de cambio, pobres en sílice, ricos en aluminio, con alta capacidad de absorción de agua, con predominio de arcillas, y, con sustancias húmicas muy ácidas y poco evolucionadas (Malagón y Pulido, 2000). No obstante, se debe reconocer que la heterogeneidad en la composición química del suelo tiene un conocido efecto diferencial sobre el reclutamiento de las especies. Es conocida la distribución preferente de las especies de plantas en determinados tipos de suelos; por ejemplo las calcícolas en suelos calizos de pH básico, las silicícolas en suelos silíceos de pH ácido, y las halófilas en suelos salinos (Marañón et al., 2004). En el caso de los suelos ácidos, la disponibilidad elevada del aluminio y sus efectos tóxicos, parece ser el principal limitante para la germinación de las semillas y el establecimiento de las plántulas, de las especies más sensibles (Marañón et al., 2004) pero como se mencionó para este estudio el pH no fue transcendental, valdría la pena evaluar otras variables químicas del suelo y su efecto en el establecimiento.


  El porcentaje de suelo desnudo, que ha sido reportado para algunas especies como un factor positivo para el reclutamiento (Mora et al., 2006), no mostró asociación con los micrositios, y al contrario, sus valores fueron muy bajos y no significativos para el establecimiento, ya que de acuerdo con nuestras observaciones durante el trabajo de campo, E. uribei se ve favorecido por un suelo cubierto que lo protege de las heladas, la alta radiación ultravioleta y de posibles depredadores de semillas. En contraste, Moreno (2008) encontró que para E. grandiflora, también estudiada en el Parque Chingaza, la mayor germinación de semillas y establecimiento de plántulas se presentó en zonas libres de vegetación, en donde la capa edáfica fue alterada, es decir, en micrositios donde la cobertura de suelo desnudo estuvo entre 50-70 %.


  La cantidad de agua en el suelo no constituyó un factor relevante en el establecimiento de las plántulas de E. uribei. Correspondió al hábitat de esta especie que se caracteriza por ser un zona semihumeda, ligeramente inclinada y de suelos bien drenados (Vargas y Pedraza, 2003).


  La distancia al adulto reproductivo más cercano fue un factor relacionado con el proceso de reclutamiento de la especie, ya que hubo diferencias significativas con los micrositios vacíos, la mayoría de las plántulas de E. uribei se encontraron cerca a los adultos parentales, a mayores distancias era menor la posibilidad de encontrar plántulas, esto es efecto primordialmente del mecanismo de dispersión primaria barocora, donde las semillas pueden caer debajo de los padres, y una dispersión secundaria donde el viento o la escorrentía mueven las semillas a una mayor distancia de los adultos reproductivos (Zasada et al., 1992; Chambers y MacMahon, 1994).


  La variable de vegetación asociada a los micrositios se midió en dos aspectos, la estructura de la vegetación (estratos) y la composición y cobertura de las especies. En cuanto a la composición y cobertura no se encontró que hubiera relación con el establecimiento de las plántulas de E. uribei pues la mayoría de las especies fueron comunes en ambos micrositios (vacíos - con plántulas) y las que fueron exclusivas presentaron una cobertura inferior al 1 % y una frecuencia muy baja. Aunque estudios desarrollados en especies de frailejón asocian la presencia de musgos a la germinación y establecimiento de las plántulas (Moreno, 2008), en este trabajo se encontró relación entre la presencia de musgos y la presencia de plántulas de E. uribei.


  Con respecto a la estructura y tamaño de la vegetación asociada a los micrositios, hubo una relación significativa con el establecimiento. En este sentido, los micrositios con vegetación de porte herbáceo tuvieron mayor establecimiento de plántulas en comparación con los micrositios donde la vegetación acompañante era de porte arbustivo. En condiciones microclimáticas de estrés, las plantas vecinas actúan a menudo como facilitadoras o como competidoras (Tielborger y Kadmon, 2000; Brooker et al., 2008). La competencia de las plántulas con la vegetación asociada al micrositio se presenta principalmente en tres casos: i) a nivel de sistema radical disputando nutrientes y agua, ii) por la luz, y iii) por sus efectos alelopáticos sobre el crecimiento de las plántulas (Mora et al., 2006). En el caso de E. uribei se halló que las hierbas, a diferencias de los arbustos, facilitaron el establecimiento de las plántulas, porque permitieron una mayor disponibilidad de luz.


  Una condición que también estuvo asociada fuertemente a los micrositios de establecimiento de E. uribei fue el tipo de zona de luz abierta. Esto se relacionó con la influencia que tiene el tipo y la cantidad de radiación disponible sobre numerosos procesos fisiológicos, morfogenéticos y reproductivos de las plantas (Kohen et al., 1995). Las plántulas de E. uribei, se establecieron en micrositios con vegetación herbácea y zonas de luz abiertas, que en conjunto proporcionaron las condiciones necesarias para el reclutamiento.


  Moreno (2008) reportó que los micrositios adecuados para la germinación y establecimiento de Espeletia killipii en Chingaza deben tener espacios abiertos y asociados a especies de Sphagnum magellanicum y una cobertura no muy densa de otras especies para su establecimiento. E. grandiflora igualmente necesita de microclaros. Condiciones similares para E. uribei quien requiere de zonas abiertas y de cobertura vegetal de tipo herbáceo para establecerse.


  La limitación sobre el reclutamiento de E. uribei concuerda con lo que varios autores proponen respecto al reclutamiento de otras especies en ecosistemas de alta montaña (Monasterio, 1986; Guariguata y Azócar, 1988; Fagua, 2002; Mora et al., 2006b; Graae et al., 2011). En dichos estudios, se plantea que el establecimiento de las plántulas se presenta preferiblemente bajo el abrigo de otras plantas o de rocas, las cuales forman micrositios protegidos y húmedos, donde condiciones como el sobrecalentamiento de la superficie del suelo durante el día, las temperaturas de congelamiento en la noche, los períodos de baja disponibilidad de agua y la inestabilidad del sustrato son más tolerables.


  Con respecto a la estructura de tamaño se encontró un tamaño desigual en las plántulas de E. uribei entre los micrositios, esto puede deberse al aporte de semillas de diferentes épocas reproductivas; o ser evidencia de la conveniencia relativa de los micrositios, en términos de los recursos que le proporcionan a la semilla en cada fase de su desarrollo, siendo así convenientes para su germinación pero no necesariamente para su establecimiento, lo que Schupp (1995) llamó "conflicto semilla-plántula". Por esto, es posible que las diferencias en la estructura de tamaños de las plántulas de E. uribei estudiadas sea el resultado de las condiciones del micrositio, las cuales favorecieron o retardaron la emergencia de las plántulas, así como su crecimiento, su supervivencia y transición a las siguientes etapas.


  La heterogeneidad en la estructura de tamaño en las plántulas de E. uribei es una situación común dentro de las poblaciones vegetales y se asocia a diferencias en el acervo genético de los individuos, el tiempo de germinación, las tasas de crecimiento, interacciones de competencia, de facilitación (Hutchings, 1997; Silvertown y Charlesworth, 2001; Lopera, 2010), efectos denso-dependientes, depredación por herbívoros, el ataque de patógenos, la caída de ramas o la falta de recursos suficientes para el crecimiento (Gilbert et al., 2001).


  Adicionalmente, al evaluar el estado de las plántulas durante el periodo de estudio, se encontró que la mayoría de los nuevos individuos no presentaron signos de daño o señales de herbivoría u hongos, lo que indica que hasta el momento, los micrositios trabajados fueron adecuados para el establecimiento de las plántulas.


  CONCLUSIONES


  Espeletia uribei presentó requerimientos particulares para establecerse, lo que mostró que el patrón de reclutamiento de las plántulas de esta especie está determinado por las condiciones del micrositio. Entre las condiciones que debe reunir un micrositio para el establecimiento de E. uribei se encontraron principalmente la vegetación herbácea asociada y la disponibilidad marcada de luz.


  AGRADECIMIENTOS


  Las autoras agradecemos al programa de Jóvenes Investigadores e Innovadores de Colciencias, a la Dirección de Investigación Sede Bogotá (DIB) y a la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia por el financiamiento para la realización de esta investigación otorgado a AM Gallego dentro de la convocatoria 566 año 2012 (Convenio 0729 de 2012). A la Subdirección de Gestión y Manejo de Áreas Protegidas de Parques Nacionales Naturales de Colombia por el permiso de estudio de investigación científica en diversidad biológica 003 de 13 de febrero de 2013. Al Parque Nacional Natural Chingaza, a los funcionarios y guardabosques del Parque que nos brindaron su ayuda y compañía en el desarrollo de la investigación en la fase de campo.

  


  REFERENCIAS


  Arango S. El impacto del efecto de bosque, los depredadores de semillas y la herbivoría de plántulas, en la regeneración de árboles en fragmentos remanentes de bosque tropical montano Andes Centrales Colombia (Monografía). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2001. 183 p.


  Begon M, Harper J, Townsend C. Ecología individuos, poblaciones y comunidades. Barcelona: Ediciones Omega. S.A.; 1995. p. 5-165.


  Brooker RW, Maestre FT, Callaway RM, Lortie CL, Cavieres LA, Kunstler G, et al. Facilitation in plant communities: the past, the present, and the future. J Ecol. 2008;96(1):18-34. Doi:10.1111/j.1365-2745.2007.01295.x.


  Caspersen JP, Saprunoff M. Seedling recruitment in a northern temperate forest: the relative importance of supply and establishment limitation. Can J For Res. 2005;4(35):978-989. Doi:10.1139/X05-024.


  Chambers JC, MacMahon JA. A Day in the Life of a Seed: Movements and Fates of Seeds and Their Implications for Natural and Managed Systems. Annu Rev Ecol Syst. 1994;25:263-292. Doi:10.1146/annurev.es.25.110194.001403.


  Chambers J, Vander Wall S, Schupp E. Seed and Seedling Ecology of Piñon and Juniper Species in the Pygmy Woodlands of Western North America. Bot Rev. 1999;65(1):1-38. Doi:10.1007/BF02856556.


  Contreras LF. Efecto de la depredación pre-dispersión de semillas sobre la germinación y supervivencia de plántulas (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2009. 96 p.


  Díaz M, Armesto J. Limitantes físicos y bióticos de la regeneración arbórea en matorrales sucesionales de la Isla Grande de Chiloé, Chile. Rev Chil Hist Nat. 2007;80:13-26. Doi:10.4067/S0716-078X2007000100002.


  Donath T, Eckstein L. Effects of bryophytes and grass litter on seedling emergence vary by vertical seed position and seed size. Plant Ecol. 2010;207:257-268. Doi:10.1007/s11258-009-9670-8.


  EAAB Empresa de Acueducto y Alcantarillado de Bogotá ESP. Sistema de Información Hidrológica, Estación Campamento Palacios, Parque Nacional Natural Chingaza; 2013.


  Eriksson O, Ehrlén J. Seed and microsite limitation of recruitment in plant populations. Oecología. 1992;91:360-364. Doi:10.1007/BF00317624.


  Fagua JC. Estrategias de reproducción sexual de una población de Espeletia grandiflora H & B, en el Parque Nacional Natural Chingaza (Cundinamarca) (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2002. 136 p.


  Fagua JC, González V. Growth Rates, Reproductive Phenology, and Pollination Ecology of Espeletia grandiflora (Asteraceae), a Giant Andean Caulescent Rosette. Plant Biol. 2007;9:127-135. Doi:10.1055/s-2006-924544.


  Fenner M, Thompson K, editors. The Ecology of Seeds. Cambridge: Cambridge University Press; 2005. 250 p.


  Forget P, Lambert J, Hulme P, Vander Wall SB, editors. Seed Fate: Predation, Dispersal and Seedling Establishment. Cambridge: CABI Publishing; 2005. p. 1-31.


  García SR, Monroy AA. Micrositios del pasto navajita (Bouteloua gracilis) en comunidades de pastizal y de matorral del altiplano Mexicano. TIP Rev Esp Cienc Quim Biol. 2005;8:61-70.


  Gilbert GS, Harms KE, Hamill DN, Hubbell SP. Effects of seedling size, El Niño drought, seedling density, and distance to nearest conspecific adult on 6-year survival of Ocotea whitei seedlings in Panamá. Oecologia. 2001;127:509-516. Doi:10.1007/s004420000616.


  Graae B, Ejrnaes R, Lang SI, Meineri E, Ibarra PT, Bruun HH. Strong microsite control of seedling recruitment in tundra. Oecología. 2011;166:565-576. Doi:10.1007/s00442-010-1878-8.


  Guariguata M, Azocar A. Seed Bank Dynamics and Germination Ecology in Espeletia timotensis (Compositae), an Andean Giant Rosette. Biotropica. 1988;1(20):54-59.


  Guisande C, Vaamonde A, Barreiro A. Tratamiento de datos con R, STATISTICA Y SPSS. España: Ediciones Díaz de Santos; 2011. 996 p.


  Hutchings MJ. The structure of plant populations. En: Crawley MJ, editor.Plant Ecology. 2 ed. Oxford: Blackwell Scientific Publishing; 1997. 45 p.


  Kohen E, Santus R, Hirschberg JG. Photobiology. London: Academic Press; 1995. p. 227-257.


  Lopera MC. Estructura poblacional, crecimiento y supervivencia en los bancos de plántulas del castaño Scleronema micranthum en un bosque amazónico (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2010. 118 p.


  Madriñan S. Flora ilustrada del Páramo de Chingaza: guía de campo plantas comunes. Bogotá: Universidad de los Andes; 2004. 64 p.


  Malagón D, Pulido C. Suelos del páramo colombiano. In: Rangel O, editor. Colombia. Diversidad Biótica III. La Región de Vida Paramuna. Bogotá: Universidad Nacional de Colombia; 2000. 15 p.


  Marañón T, Camarero JJ, Castro J, Díaz M, Espelta JM, Hampe A, et al., Stand-level effects on the role of decaying logs as vascular plant habitat in Adirondack northern hardwood forests. J Torrey Bot Soc. 2001;128:370-380. Doi: 10.2307/3088669.


  McGee GG. Stand-level effects on the role of decaying logs as vascular plant habitat in Adirondack northern hardwood forest. J Torrey Bot Soc. 2001;128:370-380.


  McGee GG, Birmingham JP. Decaying logs as germination sites in northern hardwood forests. N J Appl For. 1997;14:178-182.


  Méndez M, Dorantes A, Dzib G, Argaez, Duran R. Germinación y establecimiento de plántulas de Pterocereus gaumeri, una cactácea columnar, rara y endémica de Yucatán México. Bol Soc Bot Méx. 2006;79:33-41.


  Monasterio M. Adaptive Strategies of Espeletia in the Andean desert páramo. En: Vuilleumier F, Monasterio M, editores. High altitude tropical biogeography. USA: Oxford University Press; 1986. p. 267-303.


  Montenegro, A. Estrategias de dispersión y regeneración por bancos de semillas en dos comunidades de bosque alto andino, Embalse de San Rafael, La Calera, Cundinamarca (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2000. 124 p.


  Mora A, Valdez JI, Pérez G, Musálem MA, Vaquera H. Establecimiento y desarrollo de plántulas de Tabebuia rosea (Bignoniaceae) en una selva sub-caducifolia manejada en la costa Pacífica de México. Rev Biol Trop. 2006;54(4):1215-1225.


  Mora F, Chaparro H, Vargas O, Bonilla MA. Dinámica de la germinación, latencia de semillas y reclutamiento de plántulas en Puya cryptantha y P. trianae, dos rosetas gigantes de los páramos colombianos. Ecotropicos. 2006;20(1):31-40.


  Mora-Osejo LE, Sturm H. Clima. In: Estudios Ecológicos del Páramo y del Bosque Altoandino, Cordillera Oriental de Colombia. Bogotá: Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales; 1994. p. 15-34.


  Moreno LA. Estrategias de Reclutamiento de Espeletia killipii y E. grandiflora en el Parque Nacional Natural Chingaza (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2008. 238 p.


  Rey P, Alcántara J. Recruitment dynamics of a fleshy-fruited plant (Olea europaea) connecting patterns of seed dispersal to seedling establishment. J Ecol. 2000;88(4):622-633. Doi:10.1046/j.1365-2745.2000.00472.x.


  Ruiz LF. Efecto de la depredación pre-dispersión de semillas sobre la germinación y supervivencia de plántulas de Aniba perutilis (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 1977. 198 p.


  Sanguinetti J, Kitzberger T. Efectos de la producción de semillas y la heterogeneidad vegetal sobre la supervivencia de semillas y el patrón espacio-temporal de establecimiento de plántulas de Araucaria araucana. Rev Chil Hist Nat. 2009;82(3):319-335. Doi:10.4067/s0716-078x2009000300001.


  Schupp EW. Seed-seedling conflicts, habitat choice, and patterns of plant recruitment. A J Bot. 1995;82(3):399-409.


  Silvertown J, Charlesworth D. Introduction to plant population biology. USA: Blackwell Science; 2001. 360 p.


  Tielborger K, Kadmon R. Temporal environmental variation tips the balance between facilitation and interference in desert plants. Ecology. 2000;81:1544-1553.


  Vargas O, Pedraza P. Parque Nacional Natural Chingaza. Bogotá: Gente Nueva Editorial; 2003. 228 p.


  Vargas O, Pérez-Martínez LV, editores. Semillas de plantas de páramo: ecología y métodos de germinación aplicados a la restauración ecológica. Bogotá: Universidad Nacional de Colombia; 2014. p. 17-63.


  Velasco L. Dinámica de la dispersión de plantas ornitócoras, reclutamiento y conectividad en fragmentos de bosque altoandino secundario Reserva Natural Protectora Cogua Cundinamarca (Trabajo de Grado). Bogotá: Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia; 2004. 136 p.


  Wenny D. Seed dispersal, seed predation, and seedling recruitment of a neotropical montane tree. Ecol Monogr. 2000;70(2):331-351.


  Zasada JC, Sharik TL, Nygren M. The reproductive process in boreal forest trees. In: Shugart HH, Leemans R, Bonan GB, editors. A systems analysis of the global boreal forest. Cambridge: Cambridge University Press; 1992. p. 20-43.


  doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n2.43814


  DISTRIBUCIÓN ESPACIAL, COMPOSICIÓN Y DENSIDAD DE EDAFOFAUNA EN HOJARASCA DE BOSQUE Y CAFETAL (MONTENEGRO, COLOMBIA)


  Spatial Distribution, Composition and Density of the Leaflitter Edaphofauna in Forest and Coffee Plantation (Montenegro,Colombia)


  Diana Marcela RUEDA-RAMÍREZ1, Amanda VARELA2.


  1 Laboratorio de Acarología, Departamento de Entomología y Acarología, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), Universidade de São Paulo (USP), Piracicaba. Av. Pádua Dias, 11, Edificio Prof. Salvador de Toledo Piza Jr. (Pavilhão de Zoologia). São Paulo, Brasil.

  2 Laboratorio de Ecología de Suelos y Hongos Tropicales, Departamento de Biología, Pontificia Universidad Javeriana. Carrera 7 nº. 43-82, edificio 53, laboratorio 406 B. Bogotá, Colombia.

  For correspondence. dianaru@gmail.com


  Received: 16th June 2014, Returned for revision: 16th June 2015, Accepted: 23th November 2015. Associate Editor: Víctor López Martínez.


  Citation / Citar este artículo como: Rueda-Ramírez DM, Varela A. Distribución espacial, composición y densidad de edafofauna en hojarasca de bosque y cafetal (Montenegro, Colombia). Acta biol. Colomb. 2016;21(2):399-412. doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n2.43814

  


  RESUMEN


  Se determinaron los cambios en composición, densidad y distribución espacial de la edafofauna de hojarasca entre dos usos de suelo (cafetal y bosque subandino) para entender el efecto del uso de suelo. Asimismo, se establecieron las relaciones entre las variables de la edafofauna y atributos de la hojarasca. Se colectaron muestras de hojarasca superficial durante la época seca y se extrajo la edafofauna, manualmente y mediante embudos Berlese modificados. Esta se identificó hasta el menor nivel taxonómico posible y se clasificó en grupos funcionales. La composición faunística fue diferente entre los usos de suelo. La similitud en la composición fue menor al 50 % en dos de los tres grupos funcionales encontrados, pero la densidad total no presentó diferencias. En general hubo coeficientes de variación altos en la densidad faunística intermuestral para los diferentes grupos taxonómicos y, en consecuencia, una baja detectabilidad del patrón espacial. Sin embargo, se detectó un patrón espacial en la abundancia para Coleoptera, larvas de Diptera y biomasa de hojarasca, en el cafetal. La estructura fue más difícil de detectar en bosque, por los pequeños parches en este. La varianza de la abundancia fue mayor en el cafetal, para todos los grupos, excepto Acaridida y Formicidae. La densidad de Formicidae aumentó al hacerlo la humedad de la hojarasca, pero solo en cafetal. Se concluye que el establecimiento del cafetal afecta de manera diferencial a taxones y grupos funcionales de la edafofauna. Esto sienta las bases para definir los efectos del cambio de uso de suelo y los factores ambientales asociados con la distribución espacial de la edafofauna.


  Palabras clave: análisis espacial, cafetal, geoestadística, grupos funcionales, SADIE.

  


  ABSTRACT


  Changes in composition, density and spatial distribution on the litter edaphic fauna between two land uses (a coffee plantation and a tropical Andean forest) were established, in order to understand the soil use effects. Also, the relationships between the biotic variables and some litter features were evaluated. Superficial litter samples were collected during dry season. The edaphic fauna was extracted manually and with modified Berlese funnels; it was identified up to the lower taxonomic level and classified in functional groups. Differences in fauna composition were observed between the two land uses. Composition similarity was lower than 50 % for almost all functional groups found, but total density did not differ between the land uses. In general, there was a high variation in density among samples resulting in higher coefficients of variation for different taxonomic groups and consequently low detectability of spatial pattern. However a spatial pattern was detected only for Coleoptera, Diptera larvae and litter biomass in the coffee plantation. The structure in forest was more difficult to detect, due to the smaller patches on it. The variance of abundance was significantly higher in the coffee plantation for all groups, except Acaridida and Formicidae. Density of Formicidae increased with the enhancement of litter moisture, but only in the coffee plantation. In conclusion, the establishment of coffee plantation differentially affects taxa and functional groups of soil fauna. This is the basis for establishing the effects of soil change use, and the environmental factors associated with spatial distribution of edaphic fauna.


  Keywords: coffee plantation, functional groups, geostatistics, SADIE, spatial analysis.

  


  INTRODUCCIÓN


  Cuando se presenta eliminación de la vegetación nativa, acompañada de la mecanización y el uso de productos de síntesis química, se evidencia intensificación en el uso del suelo y pérdida de biodiversidad (De la Rosa y Negrete-Yankelevich, 2012). También se presentan cambios en la distribución de la vegetación, y en consecuencia, en la calidad del suelo. Estas modificaciones pueden afectar a la edafofauna, que actúa de manera importante en procesos que varían espacialmente, como la descomposición, la herbivoría y el ciclo de nutrientes (Thiele-Bruhn et al., 2012), y, de esta manera, pueden aumentar la propensión al surgimiento de insectos plaga e infecciones por patógenos microbianos (Matson et al., 1997). Desde años atrás se ha reconocido la importancia de la presencia de heterogeneidad espacial y temporal, que puede influir sobre procesos ecosistémicos (Crist, 1998; Ettema y Wardle, 2002).


  Los estudios de estructura espacial de la edafofauna se han centrado en la comparación entre usos de suelo: sabana nativa colombiana y pastizal (Jiménez et al., 2001; Jiménez y Rossi, 2006); campo agrícola abandonado y área boscosa adyacente dominada por arce rojo (Görres et al., 1998); pastizal de Raygrass y bosque de podocarpos/latifolias (Ettema y Yates, 2003), o entre etapas sucesionales (Negrete-Yankelevich et al., 2006; De la Rosa y Negrete-Yankelevich, 2012). En cuanto a los organismos se ha trabajado con lombrices (Decaëns y Rossi, 2001; Jiménez et al., 2001; Jiménez y Rossi, 2006), nematodos (Görres et al., 1998; Ettema y Yates, 2003) y colémbolos (Chust et al., 2003), encontrándose un impacto difícil de definir en las lombrices, una estructura más fina en bosque para los nematodos, y para los colémbolos, un papel importante como descriptores del paisaje. Particularmente en Colombia los estudios se han enfocado en las lombrices de las sabanas de los Llanos Orientales (Decaëns y Rossi, 2001; Jiménez et al., 2003; Jiménez y Rossi, 2006; Decaëns et al., 2009; Jiménez et al., 2012; Jiménez et al., 2014). Sin embargo, se desconoce qué sucede en otros ecosistemas y con grupos de organismos diferentes a las lombrices, donde el conocimiento de su dinámica espacial puede ser útil para entender procesos del ecosistema en los cuales participan activamente.


  Por otra parte, la caficultura se estableció como una actividad socio-económica primordial para el desarrollo del país, especialmente en las últimas décadas del siglo XX, por lo que se han realizado diversos esfuerzos para mantener su competitividad en el mercado internacional. La búsqueda de tecnologías más eficientes con este fin ha permitido que se hayan desarrollado investigaciones en diferentes áreas (Cadena-Gómez, 2005), como la biotecnológica, la edafológica (Suárez de Castro y Rodríguez-Granda, 1962; Gómez-Aristizábal y Rivera-Posada, 1993; Ramírez-Builes et al., 2010), la climática (Camayo-Vélez et al., 2003), agronómica para el desarrollo de variedades resistentes a plagas y enfermedades con una mayor productividad (Castillo y Moreno, 1988; Alvarado-Alvarado et al., 2005; Castro-Caicedo y Cortina-Guerrero, 2009), el manejo de plagas y enfermedades (Bustillo, 1990), y la enfocada en biodiversidad (Salazar-Yepes et al., 2002; Botero et al., 2006; Sánchez-Clavijo et al., 2010), entre otras. Con todo, no han sido prácticamente explorados aspectos importantes para la definición de estrategias de manejo de potenciales plagas, como la distribución de artrópodos del suelo y factores asociados.


  Este estudio se realizó en un cafetal, uno de los cultivos de mayor importancia económica para Colombia, con el fin de ampliar el conocimiento sobre cómo la intensificación en el uso del suelo puede afectar a nivel espacial a la edafofauna, Los objetivos fueron: 1) establecer si la presencia de un cafetal afecta la densidad, composición y estructura espacial de la meso- y macrofauna presente en la hojarasca; 2) conocer los atributos de la hojarasca y su patrón espacial, y 3) establecer si los cambios en la edafofauna estaban relacionados con los atributos de la hojarasca en la zona de estudio.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Para el estudio se seleccionó un cultivo de café (Coffea arabica L.) asociado con plátano (Musa sp.), de aproximadamente 1,5 ha, establecido desde hace 35 años (sistema común en la zona) y un área de bosque subandino secundario de aproximadamente 8 ha, con más de 50 años (uso de suelo de referencia; comunicación de propietarios de la finca), en el Municipio de Montenegro, cuenca del río la Vieja (Quindío, Colombia). El cultivo era fumigado con oxicloruro de cobre y Lorsban para el control de plagas, fertilizado con Triple 15 NPK, se realizaban zocas cada cuatro años y eliminación de plantas arvenses tres veces al año.


  En la zona se presenta una humedad promedio anual de 79,5 %, una temperatura ambiental entre 18 y 24 °C, y precipitaciones entre 1000 a 3000 mm, con un régimen bimodal: dos épocas de lluvia de Marzo a Mayo, y de Septiembre a Noviembre (Díaz-Perilla et al., 1996). Los suelos se desarrollaron a partir de cenizas volcánicas y tienen las asociaciones cartográficas Alejandría-Isabela, Tebaida-Alejandría y consociación Armenia, con los componentes taxonómicos Typic Hapludalfs-Typic Hapludolls, Typics Distropepts-Typic Hapludalfs y Typic Hapludans (Díaz-Perilla et al., 2004; Alcaldía Municipal de Montenegro, 2006). El suelo del bosque se caracterizó como franco-arenoso (textura establecida con método de Bouyucos), con un pH (con potenciómetro de un 1: 1 v / v en agua destilada) entre 5,9 y 6,7, humedad (por el método gravimétrico, con una precisión de 0,01 g) entre 28 y 33 % y un contenido de materia orgánica (método de incineración) entre 7 y 14 %. El suelo del cafetal se caracterizó como franco-arenoso, con un pH entre 4,8 y 5,9, humedad entre 23 y 37 % y un contenido de materia orgánica entre 8 y 23 %.


  Los dos usos de suelo, bosque y cafetal, se encuentran cada uno en una finca, "La Ilusión" y "La AlegrÍa", localizadas en 04º32'12,1" N-75º51'58,3" W, a 1171 m s.n.m. y 04º32'47,1"-75º49'49,8" W a 1208 m s.n.m., respectivamente. El muestreo fue realizado en Julio de 2006, la época de menor precipitación durante el año. En cada uso de suelo se trazó una cuadrícula sobre el suelo de 20 m x 20 m subdividida en 2,5 x 2,5 m, para un total de 81 puntos de muestreo, correspondientes a las intersecciones. En cada intersección se demarcaron dos cuadrados de 25 x 25 cm en los que se recolectó la hojarasca presente en bolsas plásticas con cierre hermético, que fueron almacenadas en neveras de poliestireno a 4 °C, para permitir su conservación. Para la extracción de la fauna en cada punto, una de las bolsas fue revisada manualmente y la otra fue colocada en embudos Berlese modificados o Tullgreen. Los individuos colectados (tanto en la revisión manual como en la muestra procesada por Berlese) se sumaron y se determinó la densidad de los individuos encontrados en cada muestra.


  La identificación taxonómica se realizó hasta el menor nivel taxonómico posible con ayuda de claves (Krantz, 1978; Arnett et al., 1980; Borror et al., 1989; Naumann et al., 1990; Hoffman et al., 1996; Lawrence et al., 2000; Adis, 2002; Fernández y Sharkey, 2006; Krantz y Walter, 2009) y la asesoría de expertos en Aranae, Hymenoptera, Coleoptera y Acari. En la mayoría de los casos la determinación llegó hasta familia y en otros casos hasta orden, debido a la falta de material de referencia apropiado. Posteriormente, cada grupo taxonómico se clasificó en un grupo funcional de acuerdo a Lavelle (1996), teniendo en cuenta una revisión sobre la preferencia alimentaria más destacada. Para cada muestra se calculó la proporción de cada grupo funcional con respecto al total de individuos. Los ejemplares colectados están depositados en el Museo Javeriano de Historia Natural de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, Colombia.


  La determinación del porcentaje de humedad de la hojarasca se estableció gravimétricamente, por secado a 80 ºC, durante 48 horas (Andrades-Rodríguez, 1996). Usando el dato de peso seco obtenido por este procedimiento se calculó también la biomasa de la hojarasca.


  Para los análisis se seleccionaron solo los grupos con más de un individuo (en promedio/muestra) o con más de 50 individuos en total. La relación de las características de la hojarasca con las de la fauna se estableció mediante un test de Mantel con el programa zt (versión 1.1., Bonnet y Van de Peer, 2003). Se calcularon los coeficientes de varianza (CV) para la densidad de la fauna y de la humedad de la hojarasca y se realizó una prueba F para establecer las diferencias entre las varianzas. Para determinar las diferencias en la densidad y composición del ensamblaje de grupos funcionales de la fauna edáfica entre el cultivo de café y el bosque se realizó una prueba de U de Mann-Whitney y, se calculó el índice de Jaccard, respectivamente. Se usaron tablas de contingencia con un nivel de significancia de 95 % para establecer diferencias en la proporción de los grupos funcionales entre los dos usos del suelo.


  Para el análisis espacial de la humedad y biomasa de la hojarasca se utilizó geoestadística con el programa VarioWin (Pannatier, 1996) y SADIE (por sus siglas en ingles: Spatial Analysis by Distance IndicEs) mediante el programa SADIEshell (Conrad, 2001), para la abundancia de la fauna. Se calculó el índice de agrupación (Ia; basado en la distancia que tendrían que recorrer los individuos para estar uniformemente distribuidos) y la probabilidad, Pa (que los datos observados sean más agregados que lo que es esperado, por una permutación al azar con un α de 0,05). También se calculó el vi (índice de parche: adscrito a unidades o puntos de muestreo en los que el conteo de individuos es mayor a la media de las unidades) y el vj (índice de claro: adscrito a unidades o puntos de muestreo en los que el conteo de individuos es menor a la media de las unidades) de acuerdo con Perry (1998), Perry et al. (1999) y Perry y Dixon (2002). Posteriormente se realizaron mapas de distribución de la variable procesados en Surfer (versión 8.05, Golden software, Inc., Golden, U.S.A). Con el fin de establecer el tamaño de los parches, cada punto de intersección de la cuadrícula se tomó como un punto del área que conforma un parche o claro.


  RESULTADOS


  Densidad de la fauna de la hojarasca


  Se encontró un total de 6682 individuos distribuidos en ocho clases: Clitellata, Gastropoda, Diplopoda, Chilopoda, Symphyla, Entognatha, Insecta (Ectognatha), y Arachnida (Tabla 1). Aunque la densidad promedio de la fauna de la hojarasca en el cafetal fue dos veces mayor (56,26 ± 10,72) a la del bosque (27,96 ± 3,24), no hubo diferencias significativas (U = 3 013, p = 0,82), probablemente debido a la gran variación intraespecífica, principalmente en el bosque, lo que sugiere una mayor heterogeneidad en este. También, considerando todos los grupos se encontró un poco más del doble de individuos en el cafetal (4557) que en el bosque (2125), lo que equivale a 900 individuos/m2 en cafetal, contrastando con aproximadamente 425 individuos/m2 en bosque.
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  Los taxones más abundantes fueron dos subórdenes de Acari (Oribatida, del orden Acariformes y, Gamasida perteneciente al orden Parasitiformes), un Orden completo de Entognatha (Collembola), el Orden Coleoptera (excluyendo las larvas), una familia del Orden Hymenoptera (Formicidae), las larvas de Diptera y la Clase Diplopoda. A diferencia de lo esperado el cultivo de café presentó los coeficientes de variación (CV; entre 180 y 300 % en cultivo y entre 130 y 220 en bosque) y las varianzas (entre 8 y 800 en cultivo y entre 0,22 y 109 en bosque) más altos para la mayoría de los grupos taxonómicos, excepto para Formicidae (S2 = 12,39 y CV = 459,71 en cultivo y S2 = 15,92 y CV = 383,99 en bosque).


  Composición de la fauna de la hojarasca


  La distribución de los grupos taxonómicos en el bosque y en el cultivo fue desigual en algunos casos. Para taxones con un grado de determinación menos específico como Oligochaeta, Gastropoda, Psocoptera, Actinedida, Gamasida (No Uropodidae) y Gamasida (Uropodidae), las diferencias dentro de cada una de las coberturas no fueron evidentes, mientras para grupos con un nivel de identificación más específica se observaron diferencias entre el bosque y el cafetal (Tabla 1). El total de grupos taxonómicos compartidos por los dos usos de suelo fueron 43, mientras que el número de grupos exclusivos de bosque y cafetal fueron 30 y 31, respectivamente.


  Se observó una baja similitud en la composición faunística entre bosque y cafetal (menor a 40 %). Tanto en bosque como en el cafetal, la mayor densidad de individuos estuvo representada por Acari, encontrándose 66 % en bosque y 58 % en cultivo.


  Después de Acari, el grupo mejor representado en el bosque fue Collembola (11 %); los grupos que siguieron en abundancia fueron Diptera (6 %), Hymenoptera (4 %) y Pseudoescorpionida (3 %). En el cafetal, el segundo grupo más abundante, pero con una mayor proporción que en el bosque con respecto a otros grupos, también fue Collembola (17 %); después de este, los grupos más abundantes en cultivo fueron Coleoptera (11 %) y Diptera con 5 % (Fig. 1).
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  Se evidenció una tendencia de aumento en la abundancia de Collembola en el cultivo; la razón Acari/Collembola fue hasta 1,8 veces mayor en cultivo (3,4) que en el bosque (6,2).


  Estructura espacial de la fauna de la hojarasca


  Coleoptera y las larvas de Diptera presentaron una estructura espacial agregada, detectable y significativa, en el cafetal (Pa = 0,04 en los dos casos). Los demás taxones no mostraron ninguna estructura de agregación, como se observa en la Fig. 2.
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  Composición y densidad de los grupos funcionales


  Sólo la proporción de los transformadores de hojarasca fue mayor en el cafetal que en el bosque (χ2 = 26,16, p < 0,05). La composición en términos de presencia/ausencia de los grupos funcionales de los micropredadores e ingenieros del ecosistema evidencia disimilaridad entre el cafetal y el bosque (41 y 18 %, respectivamente). Por otra parte, con base en el número de individuos de los grupos taxonómicos que conforman a los transformadores de hojarasca, se evidenció una alta similitud en la composición de la edafofauna entre bosque y cafetal (78 %). La relación entre la biomasa de la hojarasca y la densidad de los transformadores de hojarasca, fue baja y significativa únicamente en el bosque (R = 0,27, p < 0,05).


  En la categoría de micropredadores se incluyeron los taxones en los cuales existe reporte en la literatura que se alimentan de otros invertebrados y microorganismos (Lavelle, 1996). En el bosque este grupo presentó 2207 individuos y estuvo conformado por Chilopoda, Collembola, Diplura (Japigidae), Protura, "Blattaria", algunos Coleoptera (Staphylinidae y Scydmaenidae), Araneae, Opiliones (Cosmetidae), Pseudoescorpionida y todos los Acari. En el cultivo este grupo presentó un total de 3497 individuos y estuvo conformado por Chilopoda, Collembola, Diplura (Japigidae), "Blattaria", algunos Coleoptera (Staphylinidae, Scydmaenidae, Ptillidae, Histeridae, Cucujidae y Corylophidae), Pseudoescorpionida, Araneae y todos los pertenecientes a Acari.


  Los transformadores de hojarasca estuvieron conformados por los taxones conocidos por consumir materia orgánica y que al defecar crean un medio para los microorganismos (Lavelle, 1996). Este grupo presentó 201 individuos en bosque y 493 individuos en cultivo de café. En el bosque los transformadores de hojarasca estuvieron conformados por Gastropoda, Diplopoda, larvas de Diptera, Psocoptera y algunos Coleoptera (Nitidulidae, Ptilodactylidae e Hydrophilidae). En el cultivo esta categoría estuvo conformada también por Gastropoda, Diplopoda, larvas de Diptera y Psocoptera; sin embargo las familias de Coleoptera presentes fueron además de Nitidulidae y Ptilodactylidae, presentes también en el bosque, Leiodidae, Aphodiidae y Scarabaeidae.


  Los ingenieros del ecosistema son un grupo que cambia la estructura local y la composición del suelo. En este estudio los ingenieros del ecosistema estuvieron conformados únicamente por Oligochaeta y Formicidae, de acuerdo con la agrupación realizada por Jones et al. (1994). En esta categoría funcional se encontraron un total de 90 individuos en bosque y de 108 individuos en cultivo de café.


  Estructura espacial de los atributos de la hojarasca y su relación con la fauna edáfica


  De la evaluación entre variables abióticas y grupos de fauna se destaca la relación positiva entre la humedad de la hojarasca (entre 40 y 85 % de humedad, en promedio 61 ± 9 %) y la densidad de Formicidae en el cafetal (R = 0,38, p = 0,03) y, la biomasa de la hojarasca en bosque (R = 0,41, p = 0,005). Las densidades de los demás grupos de fauna con mayor número de individuos no mostraron relación alguna con las variables abióticas medidas de la hojarasca.


  En cuanto a las variables abióticas las distancias evaluadas en el estudio no mostraron dependencia entre los puntos de muestreo (es decir un efecto de nugget puro, el cual representa ausencia total de correlación entre los puntos por la variación a distancias mucho menores que el intervalo de muestreo más pequeño), a excepción de la biomasa de la hojarasca con el cultivo (Fig. 3).


  [image: ]


  La variación de la biomasa de hojarasca en el cultivo (entre 4,16 y 128,79 g) fue de tipo anisotrópico. El modelo lineal que se ajustó para el variograma omnidireccional (en conjunto para todas las direcciones) indica que la autocorrelación entre puntos no se estabiliza y por lo tanto no se observa la distancia a la que los puntos evaluados en el área empiezan a ser independientes entre sí (Fig. 4). Por esta razón no se pudo establecer el tamaño de los parches.
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  Se encontró un parche para la biomasa de la hojarasca en el cultivo, centrado en (x = 7, y = 4; considerando el origen en la esquina inferior izquierda, punto x = 0 y y = 0) que coincide con parches encontrados para Diplopoda y Gamasida (No Uropodidae). Sin embargo, esta coincidencia no fue significativa para ninguno de los grupos.


  DISCUSIÓN


  Densidad de la fauna de la hojarasca


  La densidad encontrada fue entre 1,5 y diez veces menor en este estudio comparado con otros estudios realizados en sabana nativa, bosque subandino, selva de galería y en un transecto bosque-pastizal en México (Benito et al., 2004; Feijoo y Knapp, 1998; Decaêns et al., 2003; Feijoo et al., 2005; Rueda et al., 2011). Estas diferencias en la densidad de la fauna encontrada pudieron deberse al método de extracción, el cual se centra principalmente en la mesofauna y deja de incluir a muchos grupos, como algunos tipos de ácaros (André et al., 2002; Coleman y Whitman, 2005).


  También, se considera que influyeron el número de muestreos, la edad del bosque y su historia de intervención. Aunque se realizó un sólo muestreo, este tipo de diseños implican un gran esfuerzo tanto en campo como en laboratorio y muchos de los estudios que se realizan con éste, no tienen repeticiones (Görres et al., 1998; Jiménez et al., 2001; Chust et al., 2003; Negrete-Yankelevich, 2004; Jiménez y Rossi, 2006; Negrete-Yankelevich et al., 2006; Rossi et al., 2006; Jiménez et al., 2012). Por otra parte al comparar la densidad encontrada con la de estudios realizados en bosques de montaña de edad similar, las diferencias siguen siendo altas (Feijoo y Knapp, 1998; Negrete-Yankelevich, 2004), por lo que la época en la que se realizó el muestreo (de baja precipitación) pudo contribuir a que las condiciones no fueran las adecuadas para la colonización de la hojarasca por parte de la fauna, tal como lo reportó Ilieva-Makulec et al., (2006).


  Estudios realizados en Colombia y en otros países han registrado que algunas prácticas agrícolas, como la labranza y el uso de productos de síntesis química, afectan negativamente la biomasa y diversidad de la macrofauna y la densidad de ácaros edáficos, respectivamente (Marín et al., 2002; Bedano et al., 2006). Sin embargo en el presente estudio se registró una abundancia dos veces más alta en el cultivo que en el bosque, probablemente por la presencia de sombrío y la poca remoción de material vegetal de la superficie del suelo, en el cafetal. Esto sugiere que características propias del sistema son importantes para la presencia y estructura de la edafofauna. Esta abundancia más alta en el cultivo se observó en puntos específicos, con picos de abundancia de ciertos grupos (larvas de Coleoptera y Staphylinidae adultos), posiblemente como consecuencia de condiciones climáticas particulares, como una mayor cantidad de lluvia en cultivo días antes del muestreo (10,5 mm y 25,3 mm en el bosque y en el cultivo, respectivamente, [CRQ, 2006]), una mayor densidad vegetal en el bosque, que hace que la cantidad de agua de lluvia que llega al suelo sea menor, y el uso de insecticidas como clorpirifos, al cual se le han atribuido efectos negativos sobre algunos invertebrados del suelo (Jânsch et al., 2006; Fountain et al., 2007), favoreciendo a otros. Un resultado similar al de este estudio fue observado por Ettema y Yates (2003) en Nueva Zelanda, con una mayor abundancia de artrópodos en el pastizal en relación con un bosque de latifoliadas. Sin embargo vale mencionar que hubo un mayor número de géneros y de intercambio genético en el bosque tanto a pequeña y mediana escala. Valdría la pena evaluar si en cultivos perennes como el del presente estudio este patrón sería similar.


  Composición de la fauna de la hojarasca


  El orden Collembola se conoce como tolerante a la aplicación de insecticidas y a contaminación de distintos tipos, como la presencia de metales pesados (Greenslade, 1990), lo que explicaría el aumento en su proporción con respecto a los otros grupos taxonómicos en el cafetal de este estudio, coincidiendo con reportes anteriores que indican que la razón Acari/Collembola es menor en sistemas perturbados, por el aumento de estos últimos (Rodríguez, 1998; Rueda et al., 2011). Otras condiciones que pueden afectar su abundancia y capacidad reproductiva son el contenido de materia orgánica (Eaton et al., 2004), humedad y luminosidad, entre otras (Butcher et al., 1971), por lo que estos factores deben también tenerse en cuenta para establecer su efecto en bajo las condiciones de los usos de suelo estudiados.


  Estructura espacial de la fauna de la hojarasca


  Pocos estudios sobre la distribución espacial de Coleoptera están disponibles para comparar con nuestros resultados. Se han encontrado patrones espaciales de distribución detectables por debajo de 0,5 m y hasta 150 m, en distintos sistemas con algún grado de intervención y ciertos grupos de artrópodos (Frouz y Paoletti, 2000; Holland et al., 2007; Nansen et al., 2004; Negrete-Yankelevich, 2004; Rueda et al., 2011; De la Rosa y Negrete-Yankelevich, 2012; Jimenez et al., 2014), que no involucran cultivos. En este estudio Coleoptera y Diptera mostraron un patrón detectable a un espaciamiento de 2,5 m en el cultivo de café asociado con plátano. Lo anterior reafirma la existencia de diferentes escalas en las que se distribuye la fauna, dependiendo de factores como el contenido de materia orgánica, la cobertura vegetal y la altura de la vegetación, con los cuales algunos estudios anteriores encontraron correlación positiva. Con esta base y los resultados del presente estudio, es claro que la distribución espacial de los organismos no se puede generalizar para hábitats más intervenidos y menos intervenidos, debido a que los taxa se ven afectados diferencialmente, por su sensibilidad diferencial a las perturbaciones. Por tanto, se sugiere usar ciertos grupos indicadores como Collembola o algunos transformadores de hojarasca, con el fin de identificar diferencias en el grado o en el tipo de perturbación.


  Por otro lado, la detección del patrón espacial de estos dos taxones únicamente en cultivo, lleva a plantear que en el bosque la estructura espacial es más fina, es decir, con parches más pequeños que no pudieron ser detectados por las distancias de muestreo utilizadas. El hecho de que el bosque presente una mayor heterogeneidad en la vegetación y en los recursos que aporta la misma al suelo permite una agregación espacial mayor de taxones, como lo reportan De la Rosa y Negrete-Yankelevich (2012) y Jiménez et al. (2012), al posibilitar la coexistencia de especies potencialmente competidoras y facilitar la agrupación en espacios más pequeños dentro de áreas con propiedades de suelo similares.


  La pequeña escala espacial utilizada en este estudio es insuficiente para profundizar en los patrones en los que se distribuye la fauna edáfica y, por tanto, se destaca la necesidad de ampliar los análisis a una perspectiva multi-escala como lo proponen Jiménez et al. (2012). Seleccionar a priori una distancia apropiada entre puntos para el muestreo de la fauna del suelo es un asunto complejo (Decaëns y Rossi, 2001; Jiménez et al., 2001; Jiménez y Rossi 2006), por lo que es necesario realizar investigaciones adicionales con diferentes taxones y ecosistemas, para ampliar el conocimiento y poder ofrecer estrategias tanto para optimizar los muestreos como para generar un mejor manejo de los suelos.


  Composición y densidad de los grupos funcionales


  La mayor proporción de los transformadores de hojarasca en el cafetal posiblemente se debe a los grandes aportes de la cobertura de sombrío (hojas de plátano), sitios en donde la hojarasca alcanza espesores mayores (aproximadamente hasta 10 cm). Sin embargo, la relación entre la biomasa de la hojarasca y la densidad de los transformadores de hojarasca (conformados como taxones como Gastropoda, Diplopoda y larvas de Diptera) sólo fue significativa en el bosque, probablemente como consecuencia de que estos organismos se relacionan tanto con características de la composición vegetal como la calidad de ésta (Swift et al., 1979; Lavelle, 1997; Lavelle y Spain, 2001), la cual es más variada en el bosque debido a la alta riqueza de plantas. Por tanto el grupo de transformadores de hojarasca puede convertirse en un indicador de perturbación, dándole relevancia a la clasificación funcional.


  La disimilaridad entre los usos de suelo en la composición de micropredadores e ingenieros del ecosistema se puede atribuir al tipo de hojas, su grosor, composición química y espesor de la hojarasca que, por ser características de la fuente alimenticia, afectan la distribución y composición (Lavelle, 1997; Lavelle y Spain, 2001), o, a aspectos metodológicos como la realización de un sólo muestreo. De igual manera el nivel de determinación de los grupos taxonómicos puede influir al cambiar el número de taxones usados en la comparación.


  La alta similitud entre el bosque y el cafetal en la composición de los transformadores de hojarasca puede significar que esta parece no marcar diferencias importantes entre los dos usos del suelo. Más bien pueden ser características de la vegetación o del suelo, las que afectan directamente a los micropredadores y a los ingenieros del ecosistema. Por lo anterior, se debería hacer una evaluación de los grupos funcionales en capas superficiales del suelo, especialmente en los primeros 5 cm, donde hay mayor cantidad de materia orgánica y en los que se puede encontrar la mayor concentración de la fauna (Iglesias-Briones et al., 2009; Silva, 2002).


  En el presente trabajo se resalta la importancia de la escala en la determinación de la distribución espacial de la fauna edáfica, así como de la respuesta distintiva de los grupos de organismos a modificaciones en el ambiente. De hecho, el cultivo afectó diferencialmente la distribución espacial de algunos de los taxones de los artrópodos de la hojarasca, como Coleoptera y las larvas de Diptera, lo que se manifestó en la variación en su distribución. Es importante detectar, en el ámbito espacial, este tipo de cambios fácilmente reconocibles, relacionados con características del suelo, de la hojarasca o de la vegetación, porque esto permitiría manejar los cultivos y las plagas de manera diferencial. Así, se le da énfasis a los sitios del cultivo que tienen mayor densidad de insectos que pueden potencialmente convertirse en plaga y prioridad a los focos que permiten la proliferación o colonización de grupos de importancia económica, como especies fitófagas que están dentro de grupos encontrados únicamente en cultivo (por ejemplo: Thripidae, algunas larvas, Scutigerellidae). De manera adicional, el conocimiento de la dinámica espacial de los grupos del suelo que están involucrados en procesos importantes en este, como en el ciclo de nutrientes, puede ser de gran utilidad para un manejo eficiente de los recursos, ya que se conseguiría un aprovechamiento de las funciones que estos organismos realizan naturalmente en los ecosistemas, como es el caso de Collembola y de varios grupos de Acari.


  Estructura espacial de los atributos de la hojarasca y su relación con la fauna edáfica


  La relación entre la humedad y la densidad de Formicidae fue reportada anteriormente por Levings y Windsor (1982). Esta relación encontrada únicamente en el cultivo, coincide con variaciones marcadas en la humedad de la hojarasca en ciertos puntos del área. La relación de la humedad con la biomasa de la hojarasca sugiere que la alta variabilidad en la hojarasca puede crear mayor cantidad de sitios donde se encuentra agua. Sin embargo, es necesario evaluar otras características como el pH, la temperatura y la calidad de la hojarasca, entre otras, que puedan explicar mejor esa relación.


  La detección de un patrón espacial de la biomasa únicamente en el cultivo apoya también la hipótesis de una escala más pequeña para el caso de la distribución de la biomasa de la hojarasca en bosque, la cual puede estar determinada por la distribución de la vegetación.


  Los parches de la biomasa de la hojarasca que coinciden con los parches de Diplopoda y Gamasida pueden ser explicados por el consumo de material vegetal (Bueno, 2003), que haría que se concentraran en estos sitios, al igual que factores no evaluados como el grado de descomposición y el contenido de calcio y metabolitos secundarios, como lo reporta Levings y Windsor (1982).


  CONCLUSIONES


  El cambio en el uso del suelo de bosque a cafetal fue evidente en la composición faunística y en la distribución espacial de algunos grupos, mas no en la densidad. En los patrones espaciales se determinó un aumento en los tamaños de los parches para Coleoptera, larvas de Diptera y biomasa de la hojarasca, con un patrón de distribución agregado para estos dos grupos de insectos. Se sugiere entonces la realización de un estudio espacio-temporal en estos usos del suelo con el fin de evaluar si hay cambios de los patrones en el tiempo y cómo son estos cambios. Este trabajo permite establecer la trascendencia que tiene la escala en la determinación de la distribución espacial de la fauna edáfica, así como de la respuesta diferencial de los grupos de organismos a modificaciones en el ambiente. Es importante detectar cambios en el ámbito espacial relacionados con características de suelo, de la hojarasca o de la vegetación fácilmente reconocibles, porque esto permitiría manejar los cultivos y las plagas de manera diferencial, dándole énfasis a los sitios del cultivo que tienen mayor densidad de insectos que pueden ser potenciales plagas, y dando prioridad a los focos que permiten la proliferación o colonización de grupos de importancia económica.
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  ABSTRACT


  The purpuse of this study was to investigated the influence of anthropogenic impacts on Podocnemis unifilis nesting on a stretch from Falsino river, with two forest reserves, and one urban area on the Araguari river, state of Amapá, eastern Amazon (Brazil). A total of 180 nests were found, being 89.4 % in the forest reserves and only 10.6 % in urban areas. On Falsino river, we observed a spawning pattern, because the number of nests was correlated to the length and width of the nesting locations. On Araguari river, the P. unifilis nests were generally found in areas with surrounding vegetation up to 5 meters in height, minimum distance of 120 meters from residences and immediately or after places of higher exploration of pebbles. Females from Falsino river had smaller eggs, but the neonates were bigger and with higher body condition index than the neonates from Araguari river. About 80 % of the nests were prey, mostly because of the large collection of eggs for feeding. Furthermore, it was found that adult turtle hunting has been intense. Although one of the areas is in forest reserves, the human impacts were similar to those caused in urban areas, indicating the need to implement protection programs for the conservation of P. unifilis.


  Keywords: Amazon, eggs, freshwater turtle, neonates, nests.

  


  RESUMEN


  El propósito de este estudio fue investigar la influencia de los impactos antropogénicos en nidos de Podocnemis unifilis en un tramo del Río Falsino, se investigó en dos reservas forestales y tramo urbano del río Araguari, Estado de Amapá, en Amazonia (Brasil). Un total de 180 nidos fueron localizados y 89,4 % estaban en las áreas de reservas forestales, pero sólo el 10,6 % en las zonas urbanas. En el río Falsino, hubo desove patrón, el número de nidos se correlacionó con la longitud y la anchura de los sitios de anidación. En Río Araguari, nidos de P. unifilis se encuentran generalmente en lugares con vegetación circundante de hasta 5 metros de altura, distancia mínima de 120 metros de residencial y de inmediato o después de los lugares de mayor explotación de los guijarros. En el río Falsino, aunque las hembras han demostrado huevos más pequeños, los recién nacidos fueron mayores y la puntuación cuerpo también es mayor que en los recién nacidos del río Araguari. En la región del Río Araguari, aproximadamente el 80 % de los nidos fueron depredados, debido a la gran colección de huevos para la alimentación. Se observó que la presión de caza en las tortugas adultas ha sido intensa. Aunque es una de las áreas a ser bosques protegidos, los impactos humanos fueron similares a los de las zonas urbanas, lo que indica la necesidad de implementar programas de protección para la conservación de P. unifilis.


  Palabras claves: Amazonia, huevos, nidos, recién nacidos, tortuga acuática.

  


  INTRODUCTION


  Podocnemis unifilis Troschel, 1848 (yellow-spotted river turtle) is a Podocnemididae that inhabits streams, lakes, and wetlands of the Amazon and Orinoco river basins (Pritchard and Trebbau, 1984). It is the greatest distribution for a chelonian species of freshwater of Amazon; and can be found in Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia, Guyana, French Guiana, Suriname and Brazil. In Brazil, this turtle species is distributed in all states of the North region, as well as in the states of Goiás and Mato Grosso (Thorbjarnarson et al., 1993), both in the central region of the country.


  Currently, this turtle species is considered vulnerable (Iucn, 2012), due to the intense exploitation of its natural stocks. For natural populations of chelonians, the two main threats are the excessive exploitation by man (Pantoja-Lima et al., 2014) and the modification of their habitats (Pantoja-Lima et al., 2009). The first threat is due to the great consumption of meat, offal and eggs of turtles, since these animals are a major source of protein in the diet of indigenous and riverine populations from the Amazon, besides being used for medicinal purposes and manufacture of ornaments and utensils. The second threat is due to the nesting changes in habitats and microhabitats, which may interfere with the success of nests, since in some of the stages of the egg incubation the sex determination is influenced by characteristics of the environment, such as: vegetation, soil gradation of spawning places, ambient temperature, air and soil humidity, factors that can cause serious alterations in the sex ratio and genetic variability of P. unifilis populations (Ferreira-Junior et al., 2007; Ferreira-Junior, 2009a; Ferreira-Junior, 2009b).


  Several studies (Fachín-Terán, 1993; Fachín-Terán et al., 1995; Rebelo and Pezzuti, 2000; Fachín-Terán and Von Mulhen, 2003; Fachín-Teran et al., 2004; Caputo et al., 2005; Fachín-Terán and Von Mulhen, 2006; Ceballos et al., 2014) on the influence of egg collection, adult chelonians hunting and effects of habitat destruction reported that the decline of chelonians populations is more strongly associated with increased activities that alter mainly the landscapes of Amazon floodplains. In the Araguari river basin (eastern Amazon), the nesting of P. unifilis occurs from September to November, eggs hatching occurrs in December and the mean incubation period is of 63.5 ± 5.2 days. In this region, the urban population growth and changes of P. unifilis habitat, due to the exploitation of pebbles on the riverbed and constructions of hydroelectric power plant may be causing changes in nesting patterns, not yet evaluated (Arraes and Tavares-Dias, 2014). Thus, the present study has compared the human impact effects on nesting patterns and body characteristics of P. unifilis neonates in areas of forest reserves (region of low impact) and urban area (region of high impact) in this important basin for the northern Brazil.


  MATERIALS AND METHODS


  Study area


  From May to December 2011, for 10 days a month, the monitoring of the P. unifilis potential spawning places was performed (License ICMBio: 28856-1) in the Araguari river basin system, in eastern Amazon, northern Brazil. This study was conducted in a 70 km extension of this river basin, divided in two subsequent transects of 35 km each (Fig. 1).


  [image: ]


  On the Falsino river stretch, there are two sustainable use conservation units, the Amapá National Forest (Flona-AP) and Amapá State Forest (Flota-AP), in the city of Ferreira Gomes. The region has low anthropogenic influence, due to the existence of only two residences of riverines, inspection and difficult access to the region. This first sample site is located 35 km above the confluence with the Araguari river. After 20 km from the end of the Falsino River stretch, the first point of the Araguari river stretch, which flows towards the mouth and covers the urban of the city of Porto Grande, is located. Its riverbank has severely altered vegetal coverage due to the urban population growth, the presence of several residences with recreational and economic enterprises, like exploration companies and stones for construction. Furthermore, this stretch is near the reservoir of the Hydroelectric Power Plant of (HEP) Coaracy Nunes, operating in the region for over 30 years, and suffers direct influence of the HEP Ferreira Gomes, which is under construction. In addition, in this region there will be installed the third hydroelectric power plant, the HEP Cachoeira-Caldeirão, which is in the licensing phase.


  The region has a humid tropical climate with mean temperatures ranging from 27.3 to 29.9 °C, precipitation exceeding 2000 mm/year, relief mainly flat with some undulating areas. The soil is considerably diverse: yellow latosol; red-yellow latosol; clayish red-yellow latosol and clayish red-yellow, the dominant vegetation on the river banks is upland forest, wet forest and regeneration (Bernard, 2006).


  Turtle sampling procedures and data analysis


  From May to December 2011, during the monthly visits lasting ten days each, all possible P. unifilis spawning places were monitored on both stretches to nest identification. All spawning sites were then georeferenced and plotted on a map with the aid of the software ArcGIS 10. Using a tape measure, the length, width and maximum height of the nesting sites in relation to the river were measured. The spawning substrates were also classified into four types: sand, pebble, black soil and dry leaves. The upland surrounding vegetation height was classified and then it was defined into three scores: i) grassy vegetation, regeneration, scattered trees up to 5 m; ii) predominant tree species over 5 m up to 20 m and iii) predominant tree species above 20 m heigh.


  The P.unifilis nests location was visual, from tracks left in the sand by the female the night before and also with the aid of a 15 cm wooden stick inserted into the soil of the beach in lightly stirred regions. After checking the eggs near the soil surface, the nests were again covered (Fachín-Terán, 1993). All nests were georeferenced and marked with the following information: nest number, date and time the nest was found, geographic coordinates and probable date of hatching. This nest identification was done discreetly and carefully, avoiding the population to easily identify them. After closing the nest, a small stone was placed just above the eggs, tied to a string at its end with a small plastic bottle with wood identification plate (stick), buried about one meter away.


  The distribution and abundance analysis of nests was performed using the Kernel estimator, following the recommendations of Câmara and Carvalho (2002), which indicated the intensity of nests in both areas investigated. A total of 23 randomly selected nests were opened shortly after laying, to quantify the number of eggs, total depth and diameter of the nesting chamber opening, egg mass, maximum length and maximum width of the eggs. The eggs of these nests were carefully handled, avoiding rotations or direct exposure to the sun. After measuring, the eggs were returned to their nests, and each one was also measured in relation to the distance to the vegetation, distance to the river and height of these in relation to the river.


  The number of nests in each area was evaluated considering that each female has only one annual laying. During the eggs hatching, nests were successfully opened for checking the laying size (number of eggs per nest). The success and apparent predation of nests were calculated from the number of nests with success or the number of nests with failure divided by the total number of nests multiplied by 100. When leaving the nests towards the river, neonates were collected for determination of the carapace maximum length and maximum width, plastron maximum length and maximum width, carapace-plastron maximum width, carapace-plastron distance, head width and maximum length, interocular distance, carapace maximum height, using a manual caliper. The body mass of neonates was obtained with the aid of an appropriate digital scale. The Body Condition Index (BCI) was determined from the values ​​of carapace maximum length (cm) and body mass (g), following the recommendations of Le-Cren (1951).


  The estimation of nest predation was performed considering as successfully nests those in which at least one baby was released into the wild. Mayfield method (1961, 1975) helped to account the number of days that the nests remained in their spawning site, the initial day was the day they were found (0), and the hatching day, predation, collection or hatching was the last day the nests were found (X). When it was not possible to track days 0 and X, they were estimated by calculating the mean between the last day observed (or not observed for day 0) and the first day on which the egg was no longer found (first day it was found, for day 0). We calculated the difference between the initial and final day and, then, the mean for each region.


  Assessment of anthropogenic impacts


  The stretch on the Falsino river, area of the two forest reserves, was considered a control region in relation to the amount of potentially impactful activities, because the presence of activities is very low (there are only two residences), in the case of activities with exploitation of minerals and rocks for civil construction. On the stretch of Araguari river, activities that affect the environment of the banks were checked by recording the geographical coordinates, with the aid of a Global Positioning System (GPS) for preparation of maps supported by the software ArcGIS 10 and ArcMap. Thus, comparisons between the two areas of study were performed.


  On Araguari river, the distance of the nests in relation to the residences was evaluated from the determination of circular areas with radius of 50, 100, 150, 200 and 250 m, with reference to the points of nests that were generated by using the Multiple Ring Buffer. In addition, there was the exploitation intensity ratio of pebble from the Kernel estimator, which, according to Câmara and Carvalho (2002), evaluates the point's intensity. This analysis includes the location points of found nests.


  The impact on the collection of adult's eggs was investigated by using the technique of formal interviews, informal interviews, and participant observation to obtain information about the species of chelonians in the region, the exploitation of P. unifilis adult nests, such as hunting frequency, hunting purpose, travel distance for hunting and the main capture instruments used by the hunter. Due to the great diversity of popular names that a same species of chelonian has in the Amazon, identification photography of the species was shown to the interviewee, so that he/she could define exactly which species was being reported. To answer these questions, we interviewed 30 residents of the Araguari river banks who agreed to speak openly about it, lived in the urban area of the city of Porto (state of Amapá) and developed fishing and hunting turtles or their eggs, activities for subsistence purposes or commercialization. The interviews were analyzed through descriptive statistics, with reference to the sample size of all interviewees.


  Statistical analyzes


  Data were tested for homoscedasticity using Bartlett test, and for normality using the Shapiro-Wilk test. The t-test was used to compare data of the animals between the Araguari river and Falsino river, but data without non-Gaussian distribution were compared by Mann-Whitney test (U). For correlation analysis, the Spearman rank coefficient (rs) was used.


  RESULTS


  The distribution and abundance of P. unifilis nests indicate differences between the two studied stretches. On the Falsino river, along 35 km, in 22 spawning areas, 89.5 % (N=161) of the nests were found. On the 35 km stretch of the Araguari river, in 12 spawning places, there was only 10.5 % (N=19) of nests (8.5 lower) and the distribution was restricted to the last 16 km, towards the mouth of this river (Fig. 1).


  The distance from nests to vegetation, from nests to the river and height of nests in relation to, did not show statistical differences between the two studied stretches (Table 1). The P. unifilis spawning places showed similar measurements in length and width. However, there are differences regarding the mean height of the spawning beaches, which was higher on the Araguari river (Table 2).
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  On the Falsino river, there was a highly significant positive correlation (rs=0.788, p=0.0001) between the number of nests and the length of the beaches, but this did not occur on the Araguari river (rs=0.107, p=0.739). Highly significant positive correlation was found between the number of nests and the width of the beach on the Falsino river (rs=0.8462, p=0.0001), but it was not significant on the Araguari river (rs=-0.095; p=0.828). The lack of correlation was also observed between the number of nests and the height of the beach on the stretches on the Falsino river (rs=0.125, p=0.056) and Araguari river (rs=-0.004, p=0.647).


  To P. unifilis nesting, sand was the predominant substrate, used both on the stretch on the Falsino river (80.7 %) and the stretch of the Araguari river (57.9 %), but the deposition on folic substrate occurred only on Falsino river, while on land substrate occurred only on Araguari river. On the Falsino river, nests were surrounded by vegetation, height between 5 and 20 meters. However, on the Araguari river, the nests were placed, mostly, in places that had predominant vegetation with height up to 5 meters. Furthermore, on both stretches, the nests were placed in locations with direct incidence of sunlight.


  On the Falsino river, the mean number of P. unifilis eggs was 12.07 ± 4.37 (five to 20 eggs/nest) and on the Araguari river was 15.88 ± 7.45 (four-26 eggs/nest), so, there was a difference between these two studied areas (U=28.00, p=0.0389). The size of P. unifilis eggs from Araguari river was higher when compared to the eggs found on the Falsino river (Table 3). However, it was not possible to evaluate the different incubation periods in both areas, as the number of eggs that have had success on the Araguari river was very low, due to man collections.
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  The size of neonates from both investigated sites showed differences between the two areas for carapace maximum length, plastron length, head maximum length and body mass. The body condition index of the neonates also showed differences among animals of both stretches (Table 4).
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  On Araguari river, 78.9 % of the nests were unsuccessful in hatching due to egg collection by man, exclusively. Similarly, on the Falsino river 80.1 % of the nests were unsuccessful and 93.8 % of the failure was due to egg collection by man, 3.8 % due to animals' predation and 2.5 % due to flooding of nests because of the sudden rise of the water level. The period nests remained in the laying local on Falsino river was 26.8 days and on Araguari river it was 40.13 days, showing a statistically significant difference between these two areas (t=-2.2751, p=0.0170).


  On Araguari river, among the 19 found nests, none was closer than 120 m from residences; 15.78 % were located between 121 and 150 m from residences; 5.3 % between 151 and 200 m from residences, 26.3 % between 201 and 250 m from residences. The majority (52.6 %) of the nests was located at a distance greater than 250 m from residences (Fig. 2).
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  On Araguari river, an assessment of the intensity of extraction of pebbles showed that 78.9 % of the P. unifilis nests were located in regions of greater exploitation of this economic activity or below that (Fig. 3). Sand movements deep in the river to the surface during the removal of pebbles, cause changes in the accumulation and flow of sand, what led to the formation of sandy environments on the banks of this river, preferred locations for P. unifilis nesting.
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  In the urban area of the city of Porto Grande, there were 30 interviewees from different homes. The major questions of the interview were related to egg collection, P. unifilis hunting and other species of chelonians in the region. From these, 80.0 % of interviewees indicated they have collected both eggs and animals in the last two years, 13.3 % had these practices about two to four years ago and 6.6 % over four years ago. To accomplish these collections, 93.3 % go alone or in groups of up to five people. The main means of transport (73.4 %) are wooden boat with low power motor or small boats made of iron with medium power motor (23.3 %). The distance shown to collect was 66 km. The time required for egg collection and turtle hunting was five hours, occurring mainly during the night, from 6 pm to six am (93.3 %) and during the dry season, between September and December 2011 (66.7 %).


  The Amazonian turtle hunting was carried on rivers (50.0 %) and main streams (13.33 %), and had as main collect tool/technique gillnets (36.6 %), hooks (26.6 %), firearms (13.3 %), manual collection on beaches (13.3 %) and diving (10.0 %). When it is practiced in deep parts of the rivers, small boats made of iron with medium power engine are used to force the P. unifilis to emerge. According to the information, for each collection, the amount of eggs was 17 to 300 units; the number of captured animals was 1 to 50 with body mass ranging from 1 to 6 kg. In addition, 90.0 % indicated that P. unifilis is the most collected species of chelonian in the region, with preference for females (67.8 %).


  The eggs and animals (56.6 %) are more easily found around the reserves (State and National Forests of Amapá), due to the higher presence of P. unifilis in these places and the little inspection. Podocnemis unifilis (76.5 %) and box turtle Chelonoidis sp. (20.5 %) were identified as most preferred the species by the community of the region. Thus, 70.0 % indicated that, in the region, the number of P. unifilis has declined due to hunting (53.3 %) and modification of spawning beaches, due to the exploitation of pebbles (16.6 %) and mining (23.3 %) in the region.


  The majority (86.6 %) of the interviewees also reported that these collected eggs and chelonians were, usually, for family consumption; 10.0 % for consumption and trade and 13.3 % only for trade in Porto Grande and the city of Macapá. The chelonians captured alive are sold at values ​​ranging from U$ 14.0 to 28.0 per unity. This variation is due to the size and gender, as pregnant females achieve higher price. The eggs are sold at prices ranging from U$ 1.86.0 to 2.80 by dozen.


  DISCUSSION


  In conservation units Flona-AP and Flota-AP, Falsino river (AP), the number of P. unifilis nests was 8.5 times higher than that found on Araguari river, the urban area of the city of Porto Grande, State of Amapá (Brazil), which has lower number of females. Similarly, in Bolivia, along the rivers Itenéz and Paraguá, the abundance of P. unifilis was higher in areas distant from urban sites (Coway-Gomez, 2007). In the Amazon, meat, viscera and turtle eggs are important sources of protein for riverine and indigenous populations, but are appreciated by urban human communities due to the cultural habit maintained by generations of riverine origin (Duarte et al. 2008). Thus, P. unifilis population has a long history of decline due to the use of its meat and eggs by riverine communities, as well as by pressure on its nesting habitats (Arraes and Tavares-Dias, 2014). Pantoja-Lima et al. (2014) estimated that about 34 tons of turtles are consumed annually only along the margins of a major fishing river in the state of Amazonas, central Amazon (Brazil).


  In the Araguari river basin, the number of P. unifilis nests showed strong positive correlation with the length and width of spawning places only on Falsino river. However, on Araguari river, local close to the urban area and of excessive egg collection, most nests were found in areas with vegetation up to 5 meters in height. This nesting behavior in areas with low-growing vegetation seems to indicate the search for locations with greater sunlight intensity when compared to areas with not much vegetation. Possibly, it is an attempt to shorten the incubation period, to reduce, then, the predation and collection of eggs. Most of the nests were also found in a region with less altered riparian vegetation and there was an animal preference for nesting places with a minimum distance of 250 meters from residences, indicating that P. unifilis prefers places with fewer disturbances caused by man. On this river, movements at the bottom of the riverbed for pebbles extracting leads the sandy sediment to its banks and accumulates it, increasing and/or forming new nesting sites for this turtle. This led us to observe a greater or lower number of nests in these locations of exploitation of this activity in the Araguari river region.


  In addition, the height of the beaches was greater than on Falsino river, due to the existence of beaches with higher levels. However, when comparing the distances of nests in relation to the vegetation or to the river, there was no difference between the two investigated stretches, indicating that these patterns of choice for nesting were not influenced by this anthropic factor. For turtle nesting, the choice of habitat has great ecological and evolutionary effect for the species, since the microhabitat of egg incubation influences the phenotype and development of neonates. Higher temperatures increase the chances of female births, changing the structure of the population. Wetter soils prolong the incubation time, increasing, thus, the absorption of vitelline reserves (Ferreira-Junior et al., 2007; Escalona et al., 2009; Ferreira-Junior, 2009a; Ferreira-Junior, 2009b). Moreover, P. unifilis avoids risks associated with its nesting, such as increased predation of eggs and neonates, as well as the vulnerability of nests to flooding (Thorbjarnarson et al., 1993; Escalona and Fa, 1998; Pantoja-Lima et al., 2009).


  On Araguari river, the P. unifilis eggs were smaller when compared to animals of the Falsino river, although a larger number of nests have been found there. The difference between the numbers of eggs per nest may be related to the energetic effort that females are employing for their reproduction, because in affected areas the females may be depositing a larger amount of eggs per nest, to reduce the chances of predation during this process. On Falsino river, multiple laying may be occurring, that is, each female is depositing eggs in more than one nest during the same annual cycle. The size of the eggs appears to be associated with the population standard, because on Falsino river, the group of females, in addition to being larger, considering that 161 matrices were found nesting, may be constituted by animals with predominantly young age, due to a better annual recruiting, thus causing the production of eggs with smaller size. On the Araguari river, where only 19 females were found nesting, there is a low recruitment of neonates due to the excessive egg collection, which has been happening for a long time. Furthermore, it is possible that on Araguari river females are larger and are performing greater maternal investment as a way to compensate for the low recruitment of neonates, because of the frequent collection of eggs and environmental factors influencing negatively the successful egg hatching. However, additional studies are needed to understand the factors influencing the P. unifilis population structure in the Araguari river basin system. For the turtle species, egg size can be determined by biological patterns of females, mainly related to their age, among other factors. Because these animals do not have parental care, the apparent energetic effort employed for reproduction can ensure better development of the offspring; thus, larger eggs may have greater hatching success and generate larger neonates (Valenzuela, 2001; Loehr et al., 2004, Warner et al., 2010; Ceballos et al., 2014). Conditions of soil moisture and temperature that cause water loss in the egg may lead to a lower vitelline absorption and, then, generate smaller neonates (Ferreira-Junior, 2009a; Ferreira-Junior, 2009b). In P. unifilis, changes in the age structure of the population of adult females are long-term indicators, because when a population consists primarily of larger females, it indicates a low recruitment of young females, due to the high and constant loss of eggs and/or neonates over the years (Hernandez et al., 2010).


  On Falsino river, vegetal coverage region has changed little and, consequently, with lower ambient temperatures and greater humidity, the mean incubation period was 64.5 days. In this area, in contrast to egg size, the measures of body mass and length of P. unifilis neonates were higher, resulting in neonates with best BCI due to the longer incubation and absorption of vitelline reserves. Although it was not possible to assess the period of incubation of the eggs on Araguari river, urban area with little vegetal coverage, it can be inferred that in this location the hatching period was shorter than on Falsino river. On the other hand, the eggs of females of Araguari river were bigger, but the neonates presented smaller body sizes and smaller BCI values, quantitative index of body condition that can be influenced by environmental conditions in which animals are located and also by the use of food resources (Congdon et al., 1999; Loehr et al., 2004; Lambrada-Martagón et al., 2010) and available energy.


  CONCLUSIONS


  Although the number of nests and neonates of P. unifilis found was greater in conservation units, the percentage of withdrawal was the same in both areas, demonstrating that there is the need for higher inspection in the area, since the conservation units are intended to contribute to the greater preservation of these species and to maintain their feeding and reproduction environments unchanged. In the area of the Araguari river, exploitation of eggs and females, over the decades, might be influencing the size of P. unifilis eggs, due to changes in its population structure. Furthermore, it appears that spawning habitat and microhabitat changes are negatively influencing the size of these turtle neonates. Thus, there is an imminent need for action to contain the negative environmental impacts in the Araguari river basin, through management programs, protection of nests and encouraging the P. unifilis culture, which should ease the pressure on its natural stocks, not yet evaluated in the region.
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  RESUMO


  O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito das concentrações de potássio aplicadas via fertirrigação em cobertura sobre o crescimento, a produção e composição química de berinjela 'Ciça' em um Latossolo vermelho distroférrico. Os tratamentos foram compostos por cinco concentrações de K2O (0; 36; 72; 108 e 144 kg ha-1 fornecidos via fertirrigação), sendo utilizado como fonte o cloreto de potássio, parcelado em seis aplicações. O sistema de irrigação foi do tipo localizada por gotejamento e o manejo da irrigação foi realizado via tanque evaporímetro "Classe A". As colheitas se iniciaram aos 62 Dias Após o Transplante (DAT) se prolongando por cinco meses e as variáveis avaliadas foram: altura de plantas, número de folhas, massa fresca dos frutos, além de número de frutos por planta, produção por planta, produtividade e classificação dos frutos de acordo com seu comprimento e diâmetro. Aos 85 DAT realizou-se a coleta de frutos para caracterização quanto à porcentagem de lipídeos, proteínas e fibras. Apesar da fertirrigação potássica em cobertura proporciona uma redução na produção e na produtividade, as concentrações de 36 kg ha-1 e 72 kg ha-1 de K2O aplicadas via fertirrigação, incrementaram as características físico-químicas dos frutos.


  Palavras-Chave: nutrição, qualidade de frutos, Solanum melongena L.

  


  ABSTRACT


  The objective of this study was to evaluate the effect of potassium applied through fertigation in coverage of the development, production and chemical composition of eggplant 'Ciça' in an Oxisol. The treatments consisted of five rates of K2O (0, 36, 72, 108 and 144 kg ha-1 supplied by fertigation) and is used as source of potassium, in six installments topdressing applications. The irrigation system was of the type localized and drip irrigation was conducted via tank evaporimeter "Class A". The harvest began 62 Days After Transplanting (DAT) extending by five months, and the characteristics were evaluated: plant height, leaf number, average weight, average length and average fruit diameter, fruit number per plant, production per plant, yield and fruit classification according to their size. At 85 DAT was performed to collect fruit for characterization as to the percentage of lipids, protein and fiber. Spite of potassium fertigation provide coverage for a reduction in the production and yield, the concentrations 36 kg ha-1 and 72 kg ha-1 of K2O applied through fertigation, increased features physicochemical evaluations.


  Keywords: fruit quality, nutrition, Solanum melongenaL.

  


  RESUMEN


  El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las concentraciones de potasio aplicadas via fertirrigación en áreas cubiertas sobre el crecimiento, la producción y la composición química de la berenjena 'Ciça' en un Oxisol. Los tratamientos consistieron en cinco concentraciones de K2O (0; 36; 72; 108 y 144 kg ha-1 suministrados via fertirrigación), siendo utilizado como fuente el cloruro de potasio, parcelado em seis aplicaciones. El sistema de riego fue de tipo localizado por goteamiento y el manejo de irrigación fue realizado mediante tanque evaporímetro "Clase A". Los cultivos comenzaron 62 Días Después del Trasplante (DAT) prolongándose por cinco meses y las variables evaluadas fueron: altura del planta, número de hojas, peso fresco de los frutos, además del número de frutos por planta, producción por planta, productividad y clasificación de los frutos de acuerdo con su longitud y diámetro. A los 85 DAT se realizó la recoleta de frutos para la caracterización del porcentaje de lípidos, proteínas y fibras. Aunque la fertirrigación potásica en cobiertas proporciona una reducción en la producción y la productividad, las concentraciones de 36 kg ha-1 y 72 kg ha-1 de K2O aplicadas via fertirrigación incrementaron las características físico-químicas de los frutos.


  Palabras clave: calidad del fruto, nutrición, Solanum melongena L.

  


  INTRODUÇÃO


  A berinjela (Solanum melongena L.) é exigente em potássio, nutriente que favorece a obtenção de frutos de melhor qualidade (Filgueira, 2003). Assim a otimização do fornecimento deste nutriente é fundamental para aumentar a produtividade e reduzir os custos de produção (Malavolta et al., 2002).


  Há uma grande variedade de métodos de fertilização para fornecer nutrientes as plantas (Rodriguez et al., 2015). Entretanto, como o uso eficiente de água e fertilizantes é um objetivo essencial em todos os sistemas agrícolas (Dieinnes et al., 2002), dentre as tecnologias mais eficientes de aplicação de nutrientes, destaca-se a fertirrigação, que tem propiciado bons resultados (Factor et al., 2008).


  A fertirrigação oferece maior versatilidade para aplicação de fertilizantes, podendo-se dosar, rigorosamente, as quantidades de nutrientes e fornecê-los segundo as necessidades das plantas, durante o seu ciclo de desenvolvimento (Nannetti et al., 2000). De acordo com Oliveira, Hernandez e Assis Junior (2008), as maiores limitações para o cultivo da berinjela estão relacionadas à baixa disponibilidade de água e nutrientes no solo durante seu desenvolvimento.


  Contudo, para proporcionar colheitas compensadoras e com produtos de boa qualidade nutritiva, este trabalho objetivou avaliar o efeito de concentrações de potássio aplicadas via fertirrigação sobre o crescimento, a produção e composição química de berinjela 'Ciça'.


  MATERIAIS E MÉTODOS


  Caracterização da área experimental


  O experimento foi conduzido no período de agosto de 2010 a maio de 2011 na área de Irrigação e Drenagem, da Faculdade de Ciências Agrárias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados-MS, cujas coordenadas geográficas são 22º11'45" S e 54º55'18" W, com altitude de 446 metros acima do nível do mar. O clima é do tipo Cwa mesotérmico úmido, segundo a classificação de Köppen (1948). A precipitação média anual é de 1500 mm e a temperatura média anual de 22 ºC.


  O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repetições. A unidade experimental foi composta por 15 plantas de berinjela 'Ciça', considerando-se como plantas úteis as cinco centrais e o espaçamento utilizado foi de 1,0 m x 1,0 m.


  Preparo do solo


  O solo foi classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (Embrapa, 2006), com as seguintes características químicas na camada de 0-20 cm, analisadas de acordo com Embrapa (1997): pH (CaCl2 0,01 mol L-1) 5,20; 40,06 g dm-3 de MO; 11,75 mg dm-3 de P; 53,5 mmolc dm-3 de H + Al; 2,1 mmolc dm-3 de K; 85,5 mmolc dm-3 de Ca; 30,6 mmolc dm-3 de Mg; 118,2 mmolc dm-3 de SB; 171,7 mmolc dm-3 de CTC; saturação por bases (V) de 68,84 %.


  Com base nos resultados da análise de solo e de acordo com o recomendado por Martinez et al. (1999), foram aplicados na área experimental 120 kg ha-1 de P2O5, utilizando-se como fonte o superfosfato simples e 120 kg ha-1 de nitrogênio. A adubação de plantio foi efetuada com apenas 40 % de potássio e nitrogênio (na forma de ureia) recomendados dez dias antes do transplante das mudas (48 e 40 kg ha-1, respectivamente) junto com 100 % de P2O5 e 20 t. ha-1 de esterco de curral curtido.


  As características químicas do esterco de curral aplicado, analisadas de acordo com Embrapa (1997), foram: pH (CaCl2 0,01 mol L-1) 6,75; 197,70 mg dm-3 de P; 9,13 mmol dm-3 de K; 0,0 mmol dm-3 de Al; 11,36 cmol dm-3 de Ca; 4,96 cmol dm-3 de Mg; 2,32 cmol dm-3 de H + Al; 172,30 mmol dm-3 de SB; 195,50 mmol dm-3 de CTC e saturação por bases (V) de 88,13 %. Os 60 % dos fertilizantes nitrogenados e os tratamentos referentes às concentrações de potássio foram fornecidos através de seis fertirrigações, aos 16, 25, 31, 39, 45, e 55 dias após o transplante das mudas (DAT).


  Tratamentos


  Os tratamentos consistiram de cinco concentrações de K2O: 0; 36; 72; 108 e 144 kg ha-1 fornecidos em cobertura via fertirrigação, correspondendo às porcentagens de 0,30 %, 60 %, 90 % e 120 %, da concentração recomendada por Martinez et al. (1999), utilizando-se como fonte o cloreto de potássio.


  Sistema de irrigação


  Utilizou-se sistema de irrigação localizada por gotejamento, com mangueira gotejadora da marca PETRODRIP®, modelo Manari, com espaçamento de 20 cm entre emissores, sendo instalada uma linha de mangueira para cada fileira de plantas. O manejo da irrigação foi realizado via tanque evaporímetro "Classe A", de acordo com a metodologia sugerida por Bernardo et al. (2005), utilizando-se os coeficientes da cultura (Kc) propostos por Doorenbos e Kassam (1979), para a cultura da berinjela, visando converter a evapotranspiração de referência em evapotranspiração da cultura.


  As fertirrigações foram realizadas por um sistema de recipiente pressurizado, desenvolvido na FCA/UFGD, sendo a injeção realizada por meio de diferencial de pressão. Neste recipiente, era inserida a quantidade de adubo necessária de acordo com cada tratamento.


  Avaliações


  Aos 15, 29, 42, 57, 114, 212 DAT, foram coletadas amostras de solo na profundidade de 0-20 cm e das folhas das plantas de berinjela. Os teores de K do solo e foliar foram determinados, respectivamente, de acordo com Embrapa (1997) e Malavolta et al. (1989). Determinou-se o índice relativo de clorofila, aos 13, 20, 28, 42, 56, 61, 84, 106 DAT, de folhas localizadas em três posições na planta: basal, mediana e apical de cinco plantas centrais de cada parcela. As leituras foram realizadas através do aparelho Chlorophyll Meter SPAD-502, no qual os valores são calculados pela leitura diferencial da quantidade de luz transmitida pela folha, em dois comprimento de onda (650 nm e 940 nm) (Swiader e Moore, 2002), obtendo-se a média por posição de cada folha.


  As colheitas foram realizadas a partir de 62 DAT e se prolongaram por cinco meses. Avaliaram-se as seguintes variáveis: altura de plantas (medida do colo até as últimas folhas jovem no momento da primeira colheita); número de folhas (determinadas no momento da primeira colheita); massa fresca dos frutos; comprimento médio dos frutos (medido da base do fruto até a junção do pedúnculo ao cálice); diâmetro médio dos frutos (medido a 4,5 cm de distância da base dos frutos); número de frutos por planta e classificação dos frutos de acordo com seu tamanho.


  Os frutos de berinjela foram ordenados em três classes, segundo o comprimento e maior diâmetro transversal do fruto: a) classe graúda: frutos com comprimento igual ou maior que 190 mm e diâmetro transversal igual ou maior que 70 mm; b) classe média: frutos com comprimento de 160 mm e menor que 190 mm e diâmetro transversal maior ou igual a 60 mm; c) classemiúda: frutos com comprimento que variam de 140 mm a 160 mm e diâmetro transversal maior ou igual a 50 mm (Luengo et al., 1999).


  A segunda parte do experimento visou determinar a composição química dos frutos de berinjela produzidos com as diferentes concentrações de K quanto aos teores de lipídeos, proteínas e fibras. Os frutos foram colhidos aos 85 DAT, sendo triturados e homogeneizados. Os lipídeos foram quantificados em extrator Soxhlet utilizando hexano como solvente. O teor de nitrogênio foi avaliado pelo método Micro-Kjedahl e convertido em proteína bruta, utilizando o fator 6,25 (IAL, 2008). O conteúdo de fibra bruta foi quantificado através de digestões ácida e básica, de acordo com a AOAC (1997).


  Analise estatística


  Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e, posteriormente, quando significativos ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste F, realizaram-se análises de regressão para o fator concentrações de potássio.


  RESULTADOS


  As concentrações de potássio aplicadas via fertirrigação não influenciaram as plantas de berinjela 'Ciça', em relação ao número de folhas por planta, à altura de plantas, massa média dos frutos, comprimento e diâmetro dos frutos (Tabela 1).
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  Em média, as plantas apresentaram 110 folhas, altura de 66,2 cm, massa média de frutos de 265,6 g, comprimento dos frutos de 14,6 cm e diâmetro de 67,68 cm.


  Foram observados efeitos significativos (p<0,05) para as seguintes variáveis analisadas: número de frutos, produção por planta (kg planta-1), produtividade da cultura (t ha-1) e teores de fibras, lipídeos e proteínas.


  A análise de regressão mostrou que o número de frutos por planta apresentou resposta quadrática em relação às concentrações aplicadas (Fig.1). Fazendo-se a derivada da equação de regressão apresentada na Figura 1, através da dose calculada de 9,55 kg ha-1, obtém-se um número máximo de 8,98 frutos.
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  A produção por planta (Fig. 2) também apresentou uma resposta quadrática decrescente em relação às concentrações aplicadas. Apenas nos tratamentos nos quais não se aplicou potássio (K) em cobertura e para aquele que recebeu 36 kg ha-1 de K (2,36 e 2,39 kg planta-1 respectivamente) apresentaram maior produção.
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  Pode-se observar na Fig. 3 que a quantidade total de frutos colhidos oscilou em cada operação de colheita, apresentando, porém, uma tendência de aumento a cada colheita realizada.
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  Os frutos foram classificados em três classes, sendo que 9,0 % foram considerados grandes, 33,6 % médios e 57,4 % foram classificados como frutos miúdos (comprimento entre 140 mm a 160 mm e diâmetro transversal maior ou igual a 50 mm). A quantidade de frutos médios foi superior até a quinta colheita, sendo que nas três colheitas restantes prevaleceram os frutos classificados como miúdos.


  Seguindo a mesma tendência das demais variáveis, a produtividade (t ha-1) mostrou resposta negativa à fertirrigação de cobertura (Fig. 4), visto que com o aumento das concentrações de potássio ocorreu à redução da produtividade da cultura.
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  Através da derivada da equação da Figura 4, encontra-se uma máxima de 24,97 t ha-1 através da dose calculada 21,62 kg ha-1 de K2O.


  O maior teor foliar de potássio encontrado foi no tratamento 1 (0 kg ha-1 de K2O) com 4,56 mmol dm-3. Enquanto o maior teor médio de potássio no solo foi encontrado no tratamento 5 (144 kg ha-1 de K2O) com 5,81 mmol dm-3.


  Pela análise de regressão, as concentrações aplicadas apresentaram efeito significativo sobre o teor de clorofila nas folhas para a folha basal aos 13 e 42 DAT; para as folhas apical e mediana aos 20 DAT. Encontrou-se uma resposta linear crescente para o índice de clorofila com o aumento do teor de K2O nas concentrações aplicadas via fertirrigação (Fig. 5).
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  A composição química dos frutos de berinjela colhidos aos 85 DAT quanto aos teores de lipídeos, proteínas e fibras estão apresentadas na Fig. 5, na qual as médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.


  DISCUSSÃO


  O numero médio de folhas, altura, massa media, comprimento e diâmetro dos frutos foram superiores aos encontrados por Antonini et al. (2002) ao avaliarem a capacidade produtiva de diversas variedades de berinjela sob irrigação, verificaram que a cultivar Ciça apresentou em média, para frutos com comprimento entre 13 e 17 cm, uma massa média de 249,5 g. É possível que características como altura de plantas e numero de folhas, não tenha sido influenciada pelo K, já que este é considerado nutriente da qualidade.


  Principalmente para hortaliças e frutos, as variáveis visuais são de extrema importância na comercialização dos produtos. Os frutos produzidos neste estudo estão de acordo com os padrões comerciais para o estado de São Paulo, segundo os quais os frutos devem possuir diâmetro entre 70 e 80 mm, comprimento entre 14 e 16 cm e massa entre 200 e 250 g.


  Apesar de o número de frutos observados ser inferior àqueles encontrados por Antonini et al. (2002), que obtiveram, para a cultivar Ciça, uma média de 12 frutos por planta, obteve-se uma produção bastante próxima do encontrado por Antonini et al. (2002), os quais alcançaram uma produção média de 2,68 kg planta-1 .


  Filgueira (2008) afirmou que o K aplicado ao solo via adubação é bem utilizado pela planta, sendo a absorção de K relativamente lenta, nos estádios iniciais do desenvolvimento vegetal, enfatizando a aplicação parcelada, em cobertura ou pela fertirrigação. Visto isso, é possível que apenas a adubação de plantio já fosse suficiente para a condução da cultura (40 % da recomendação de K foi aplicada no plantio), não sendo necessária a fertirrigação complementar em cobertura (os 60 % restantes da recomendação). A produtividade é superior à encontrada por Antonini et al. (2002), os quais obtiveram uma produtividade de 17,87 t ha-1, porém os espaçamento entre plantas utilizado foi de 1,5 x 1,0 m, diferente do utilizado neste trabalho.


  A análise foliar na cultura de berinjela é uma importante ferramenta no auxilio a interpretação do estado nutricional da planta, visando à avaliação e a correção da fertilidade do solo para o melhor aproveitamento do potencial produtivo da cultura.


  Os resultados do teor de K foliar corroboram com aqueles encontrados por Marcussi et al. (2004) estudando a fertirrigação nitrogenada e potássica na cultura do pimentão baseada no acúmulo de nitrogênio e potássio pela planta, observaram que o índice relativo de clorofila também aumentou de acordo com a dose de nitrogênio e potássio aplicada. Os autores afirmam que a clorofila acumulada parece ser suficiente para a manutenção dos tecidos verdes, garantindo eficiência fotossintética para acúmulo de carbono em outras formas químicas e transporte de sintetizados em direção à parte aérea.


  As plantas submetidas às concentrações de 36 kg ha-1 e 72 kg ha-1 de K2O aplicadas via fertirrigação, foram as que apresentaram os melhores incrementos nas características físico-químicas de berinjela 'Ciça', com os maiores teores de fibras (20,20 %) e lipídeos (4,00 %) nos frutos. Entretanto o maior teor de proteína, 1,44 %, foi encontrado nas plantas que não foram submetidas às concentrações de potássio, o que significa que, com essas concentrações de potássio, foram suficientes para melhorar a qualidade dos frutos.


  Santos et al. (2002) estudando a composição química da berinjela desidratada em pó, também observaram efeito significativo para o teor de fibras, assim como Perez e Germani (2004), analisando as características físicas e químicas da farinha mista de trigo e berinjela, observaram que a farinha de berinjela apresentou elevado teor de fibra alimentar total e alta quantidade de proteína, de cinzas e de açúcares totais.


  CONCLUSÕES


  Apesar da fertirrigação potássica em cobertura acarretar uma redução na produção e na produtividade da cultura da berinjela com o aumento das concentrações propostas neste trabalho, as concentrações de 36 kg ha-1 e 72 kg ha-1 de K2O aplicadas via fertirrigação, incrementaram as características físico-químicas dos frutos, apresentando os maiores teores de fibras (20,20 %) e lipídeos (4,00 %). E o maior teor de proteína, 1,44 %, foi encontrado nos frutos que não foram submetidas às concentrações de potássio.
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  RESUMEN


  Se registra por primera vez para México la especie naturalizada Acanthosyris glabrata (familia Cervantesiaceae), un árbol hemiparásito sólo conocido del noroeste de Sudamérica. Se proporciona información sobre su hábitat y se presenta una ilustración de la especie. Se propone una hipótesis de comercio maritimo entre Ecuador y México para explicar la presencia del taxón en el occidente de México, en un área que dista 3500 km de su distribución original.


  Palabras clave: biogeografía, hemiparásito, noroeste sudamericano, occidente de México, Santalales.

  


  ABSTRACT


  We register for the first time in Mexico the naturalized species Acanthosyrisglabrata (family Cervantesiaceae), a hemiparasitic tree only known from northwestern South America. We provide information about its habitat and present an illustration of the species. We propose a hypothesis of maritime commerce between Ecuador and Mexico to account for the presence of the taxon in western Mexico, in an area 3500 km away from its original known distribution.


  Keywords: biogeography, hemiparasite, northwestern South America, Santalales, taxonomy, western Mexico.

  


  Cuatro familias fueron recientemente propuestas en el órden Santalales (Amphorogynaceae, Cervantesiaceae, Comandraceae y Nanodeaceae) con base en estudios moleculares y morfológicos (Nickrent et al., 2010). Una de estas familias, Cervantesiaceae, corresponde al clado Cervantesia previamente considerado por Der y Nickrent (2008). La familia incluye árboles y arbustos hemiparásitos, algunos con espinas axilares. Las flores son monoclamídeas, bisexuales o unisexuales, 4-5-meras, con tricomas pegajosos sobre la parte interna de los tépalos que se adhieren a las anteras. Presentan un disco glandular con lóbulos grandes y alternos con los tépalos, un ovario que va de ínfero a súpero, unilocular y un fruto drupáceo coronado por los tépalos persistentes y un exocarpo carnoso (Nickrent et al., 2010).


  Durante una expedición botánica en el estado de Colima, se encontró un árbol con las características de la familia Cervantesiaceae. Este árbol se clasifica en un género con distribución Sudamericana, Acanthosyris, con seis especies (Ulloa y Møller, 1998). Cinco de estas especies pueden separarse con la clave para las especies leñosas de Santalaceae para Sudamérica (Nee, 1996) y presentan distribuciones restringidas a los bosques estacionales secos (Ulloa y Møller, 1998). La otra especie, A. annonagustata, se diferencia por sus hojas elípticas, inflorescencias y frutos con indumento de color pardo dorado y por ser la única especie que crece en el bosque tropical lluvioso. El objetivo del trabajo es registrar la presencia de A. glabrata en México, ilustrar la especie, proporcionar información sobre su hábitat y plantear una hipótesis para explicar la llegada del taxón al occidente de México.


  Para la determinación de los ejemplares se hizo una revisión al microscopio estereoscópico. Se revisó la literatura especializada, incluyendo descripciones originales del género (Stapf, 1906; Smith, 1937; Cuatrecasas, 1950; Stauffer, 1961; Nee, 1996; Ulloa y Møller, 1998), y se revisaron los fototipos disponibles en la base de datos de Tropicos (http://www.tropicos.org). La información sobre el hábitat se obtuvo a través de observaciones durante tres recorridos de campo en en los meses de marzo, julio y diciembre de 2013. Para la explicación de la presencia del taxón en el occidente de México se recurrió a la información histórica registrada en la literatura (Rieff, 2006).


  Los ejemplares recolectados se clasifican en Acanthosyris (Stauffer, 1961) de la familia Cervantesiaceae (Nickrent et al., 2010), por sus ramillas con espinas axilares, inflorescencias racemosas y pedunculadas, flores cortamente pediceladas, ovario medio ínfero en flor y completamente ínfero en fruto, flores monoclamídeas con cinco estambres opuestos a los tépalos y con filamentos membranosos unidos a la parte superior de la antera y a la base del tépalo y un fruto drupáceo coronado por los tépalos persistentes y los restos del disco. Se determinó la especie como A. glabrata (Stapf) Stauffer, por sus frutos de 2-2,7 cm de diámetro, amarillos y lisos, las flores y raquis de las inflorescencias estrigosas y las ramas de la estación anterior pruinosas y exfoliantes. Esta especie se conocía previamente de Colombia, Ecuador y Perú.


  Acanthosyris glabrata (Stapf) Stauffer, Vierteljahrsschr. Naturf. Ges. Zürich 106: 411. 1961. Cervantesia glabrata Stapf, Bull. Misc. Inform. Kew 76. 1906. Ecuador: Manabí, Eggers 15649, 1893 (fotoholotipo K!; fotoisotipos L! US!). A. colombiana (A.C. Sm.) Cuatrec., Fieldiana, Bot. 27: 55. 1950. C. colombiana A.C. Sm., Trop. Woods 51: 12. 1937; Colombia: Arroyo de Piedras y Luruaco, Dugand 991, 1936; (fotoisotipo WIS!). Se le conoce en el occidente de México como "amolillo".


  Árbol perennifolio de 5-12 m de altura, tallo de 10-20 cm de diámetro. Ramillas y tallos con espinas, cilíndrico cónicas, 1,5-2,5 cm de largo, a veces inermes; ramillas gruesas y troncos con espinas de hasta 4 cm de largo; ramillas subcilíndricas a lateralmente comprimidas, 1-1,5 mm de diámetro, esparcidamente estrigosas, las de la estación anterior escamoso pruinosas, exfoliantes, glabras; yemas axilares a ligeramente supra axilares, 1-4 por axila. Hojas con puntos translucidos cuando vistas a trasluz, las de la estación anterior dispuestas en braquiblastos, las de la estación en ramillas largas con entrenudos de 5-22 mm de largo; hojas elípticas, angostamente elípticas, obovadas, rara vez oblongas, lámina de (2,3) 4-8,5 × (1,8) 2,5-3,4 cm, ápice agudo a redondo, a veces obcordado, margen entero, base decurrente, haz glabro o con pelos dispersos en la base del nervio medio, envés con el nervio medio rojizo y estriguloso, nerviación anastomosada, 4-8 pares de nervios primarios; pecíolo de 3-7 mm de largo, en corte transversal con cinco haces vasculares formando un semiarco. Inflorescencia racemosa a cortamente paniculada, fasciculadas en grupos de 2-4, 1,8-7 cm de largo; pedúnculo de 10-17 mm de largo, estriguloso al igual que el raquis. Brácteas cuculadas, 1,5-2 mm de largo, rojizas, estrigulosas. Flores en botón globosas, estrigosas externamente, comúnmente en triadas o pareadas, subsésiles; hermafroditas, monoclamídeas, pentámeras, 4-5 × 5-6 mm, hipóginas. Hipanto de 1,5-2 mm de largo; tépalos connados en su base, valvados, ovados, 2,5-3 × 1,5-1,7 mm, reflejados, ápice acuminado y con frecuencia apiculado. Disco petaliforme, adnado con el ovario y cubriéndolo en más de su mitad, los lóbulos oblongos, 1,2-1,5 × 0,6-0,8 mm. Androceo de cinco estambres antitépalos y alternos con los lóbulos del disco, filamentos de 1-1,2 mm de largo, glabros, basifijos, con un filamento adicional membranáceo adnado con el sépalo; anteras ditecas, monosporangiadas, de dehiscencia longitudinal e introrsas, suborbiculares a cuadradas, 0,3-0,5 × 0,3-0,6 mm, amarillentas. Ovario ínfero cubierto por el hipanto, unilocular, placenta basal y torcida con dos óvulos colgantes en su ápice, estilo de 1,2-1,5 mm de largo, 2-3 lobado, glabro. Fruto drupáceo de 2,4-3 cm de diámetro, liso, amarillento cuando maduro y coronado por los tépalos y los restos del anillo y los estambres, exocarpo de 1-2 mm de grueso, mesocarpo de 2-3 mm de grueso; semilla globosa, 16-19 mm de diámetro (Fig. 1).
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  Ecología y fenología


  Nueva nota La especie fue registrada en cañadas entre los 900 a 1400 m s.n.m., en bosque tropical caducifolio (BTC) y subcaducifolio (BTS) y en ecotonos entre bosque de Quercus y BTC (BQ-BTC). Las especies con que se le encontró se consignan en la Tabla 1. Por su condición de hemiparásito de raíces lo más probable es que A. glabrata este parasitando especies con las que se le observó cerca como Astronium graveolens Jacq., Bursera excelsa (Kunth) Engl., Myriocarpa longipes Liebm., Platymiscium lasiocarpum Sandwith, Pseudobombax ellipticum Kunth (Dugand) y Sapindus saponaria L. Se siguió el sistema radicular de tres individuos de A. glabrata con alturas de 60-100 cm en busca de haustorios, pero no se lograron ver.
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  Fenología


  La especie presenta hojas todo el año; florece de diciembre a enero y los frutos maduran de julio a agosto.


  Ejemplares examinados


  México: Jalisco; Cuautitlán de García Barragán: Cerro Los Juanes, 5-6 km al NW de Minatitlán, predio propiedad de la Minera Peña Colorada, 19°23'34" N, y 104°06'27" W, 1400 m s.n.m., 5/12/2009 (fl), Santana et al. 14117 (ZEA); 9/07/2010 (fr), Santana et al. 14645 (ZEA).


  Colima: Minatitlán: cañada La Chinita, predio propiedad de la Minera Peña Colorada, 19°22'39" N, y 104°05'34" W, 939 m s.n.m., 5/03/2013 (fr), Cuevas et al., 11022 (ZEA); Cuevas et al. 11029 (ZEA); parte alta de la cañada de La Chinita, 19°22'42" N, y 104°05'37" W, 900 m s.n.m., 18/12/2013 (fl), Cuevas et al. 11165 (ZEA); (fl) Cuevas et al. 11167 (ZEA).


  Acanthosyris glabrata, fue originalmente descrita como Cervantesia glabrata por Stapf (1906). Stauffer (1961) cambio su nombre al actual, incluyendo como sinónimo a C. colombiana, una especie de Colombia descrita por Smith (1937). A. glabrata se registra por primera vez para Perú en 1998 (Ulloa y Møller, 1998). Su distribución conocida abarca el noroeste de Sudamérica (Colombia, Ecuador, Perú), desde los bosques secos cerca del nivel del mar hasta los 500 m de altitud (Ulloa y Møller, 1998). Los caracteres diagnósticos de la especie son un fruto de ± 2 cm de diámetro, liso y glabro, flores y raquis de las inflorescencias delicadamente pubescentes; hojas ovadas a elípticas, 5-8 × 3,5-4 cm, ápice redondeado, las jóvenes con el nervio medio y la base del pecíolo delicadamente pubescentes a glabrescentes, pecíolo de 3-5 mm y las ramillas viejas exfoliantes (Stapf, 1906; Stauffer, 1961; Nee, 1996). Los ejemplares del occidente de México se ajustan bien a la descripción original de la especie (Stapf, 1906), pero detectamos dos ligeras diferencias: los frutos de México son de mayor diámetro (2,4-3 vs. 2 cm) y los tricomas que unen la parte interna de los tépalos y las anteras, se asemejan más a una membrana. Estas diferencias podrían deberse a que no tenemos la variación completa de los ejemplares de Colombia, Ecuador y Perú. Se necesita la revisión de más colecciones para precisar si estas variaciones son consistentes entre las poblaciones del occidente de México y las del noroeste de Sudamérica.


  Ecología y fenología


  Acanthosyris glabrata en el occidente de México se distribuye de 900-1400 m s.n.m., por arriba de lo originalmente consignado para la especie en Sudamérica (hasta 500 m s.n.m.). Respecto a la fenología contamos con poca información. De acuerdo a los ejemplares consultados en la base de datos de Tropicos (http://www.tropicos.org) y el ejemplar Gentry 72366 (MO) recolectado en flor en Manabí el 18/01/1991, existe una coincidencia en los periodos de floración entre las poblaciones de Sudamérica y las del occidente de México.


  Especificidad de parasitismo


  No contamos con información precisa de las especies que hemiparasita A. glabrata en Sudamérica, pero el hecho de que se encuentre sobre raíces de algunas plantas en el occidente de México sugiere que debe tener amplia adaptabilidad; se requiere de más investigación en este aspecto para precisar esta interacción.


  Presencia de la especie en México


  Para una explicación de la disyunción geográfica de A. glabrata, podrían plantearse dos hipótesis. Primero, que la especie represente una población relictual en el occidente de México de una distribución geográfica más amplia en el pasado. Segunda, que se trate de una introducción relativamente reciente desde el noroeste de Sudamérica hasta México. El que el centro de diversificación de Acanthosyris se encuentre en Sudamérica, que los frutos de las especies sean comestibles en esta región (Ulloa y Møller, 1998), que los especímenes de A. glabrata de México no presenten diferencias sustanciales con los de Sudamérica, y que su distribución sea tan restringida en México, son elementos que apoyan la segunda hipótesis. Los frutos de A. glabrata son comestibles para los habitantes de la costa de Ecuador, y el exocarpo carnoso es comestible aún después de secarse, por lo que pudo ser un alimento de reserva durante los largos viajes desde la costa ecuatoriana al occidente de México. La relación comercial marítima entre Ecuador y el occidente de México data de al menos 3,500 años (Rieff, 2006). Como evidencias se destaca las vestimentas registradas en los antiguos habitantes del occidente de México, que comparte rasgos con las que utilizaban los antiguos pobladores de la costa Ecuatoriana. A esto cabe añadir elementos comunes entre ambas culturas: las ornamentaciones hechas de cobre y arsénico, la alfarería y las tumbas de tiro (Rieff, 2006). Aunque no existe evidencia directa, consideramos que la mejor hipótesis para explicar la presencia de A. glabrata en el occidente de México debe ser su transporte por los antepasados ecuatorianos que viajaban de la costa de Manabí. Es posible que la piña, Ananas comosus (L.) Merr., para la cual se tienen registro en Mesoamérica de hace más de 3000 años (Brown, 2010; Rosales, 2015) y que se cultiva bajo sombra en algunas regiones de México y Calceolaria dichotoma subsp. colimana, una herbácea anual recientemente descrita (Padilla y Cuevas, 2010), hayan arribado al occidente de México a través de la misma vía que A. glabrata.


  Nuevas investigaciones permitirán entender cuándo fue introducida la especie a México y como se ha ido adaptando a las condiciones donde actualmente crece en este país. El registro de más especies que presenten el mismo patrón permitirá reforzar la hipótesis de relaciones comerciales e intercambio de flora entre ambas regiones.
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  RESUMEN


  En este trabajo se describe la técnica de inmovilización de microalgas en esferas de alginato de calcio. Se emplearon las especies Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris, se determinó la estabilidad de las esferas, la cinética de crecimiento y la concentración de las microalgas en el interior de las esferas. Chlorella vulgaris alcanzó mayores densidades poblacionales y tasas de crecimiento más altas cuando se inmovilizó en concentraciones del 10 % v/v con el alginato (1,31*106 cél/ml). Para Scenedesmus ovalternus se observó una mayor densidad poblacional y una mayor tasa de crecimiento cuando se inmovilizó en concentraciones del 20 % v/v (7,06*105 cél/ml). Estos resultados son útiles para aplicaciones prácticas de las algas encapsuladas, tales como el biomonitoreo o la biorremediación.


  Palabras clave: alginato de calcio, Chlorella vulgaris, microalgas inmovilizadas, técnica de inmovilización, Scenedesmus ovalternus.

  


  ABSTRACT


  This paper describes the immobilization technique of microalgae in calcium alginate beads. Scenedesmus ovalternus and Chlorella vulgaris species were used. The stability of beads, the kinetics of growth and the concentrations of microalgae inside the beads were determined. The higher density and the upper growth rate of Chlorella vulgaris occurred when it was immobilized in alginate at a concentration of 10 %v/v (1,31*106 cél/ml). Scenedesmus ovalternus achieved a higher population density and an elevated growth rate when it was immobilized at a concentration of 20 % v/v (7,06*105 cél/ml). These results are useful for subsequent applications of the encapsulated algae, such as biomonitoring and bioremediation.


  Keywords: calcium alginate, Chlorella vulgaris, immobilization technique, immobilized microalgae, Scenedesmus ovalternus.

  


  INTRODUCCIÓN


  El acelerado aumento de la población humana genera graves procesos de deterioro y contaminación de los sistemas acuáticos, tales como la eutrofización, lo que a su vez favorece los florecimientos algales (Roldán y Ramírez, 2008). La abundancia de ciertas algas puede reflejar el estado trófico de un sistema acuático, ya que son muy sensibles a los contaminantes y reaccionan rápidamente ante diferentes concentraciones de nutrientes (Pinilla, 2000; Roldán y Ramírez, 2008). Los estudios realizados en Colombia sobre el papel bioindicador de las algas son relativamente pocos debido a los dispendiosos procedimientos de colecta e identificación y a los complejos factores que las afectan. Las microalgas inmovilizadas en cápsulas de alginato de calcio permiten el biomonitoreo del estado trófico de una forma más confiable (Twist et al., 1998). La inmovilización de microalgas surgió hace más de 20 años en Canadá (La Noüe y Proulx, 1988), donde se usaron para el tratamiento de aguas residuales. Otros trabajos iniciales fueron los de Van Donk et al. (1992), Van Donk et al. (1993) y Faafeng et al. (1994). Se destaca el estudio de Twist et al. (1998), quienes encapsularon algas en alginato adheridas a láminas de nylon y establecieron la influencia de los nutrientes sobre el crecimiento algal como un mecanismo de monitoreo del estado trófico. El presente trabajo buscó adaptar la técnica de inmovilización con Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris en esferas de alginato de calcio y establecer la cinética de crecimiento de estas especies, como base para un nuevo sistema de biomonitoreo del estado trófico.


  Se emplearon las cepas nativas LAUN 001 (Scenedesmus ovalternus Chodat) y LAUN 002 (Chlorella vulgaris Beijerinck), del Laboratorio de Cultivo de Microalgas (LCM) del Departamento de Biología de la Universidad Nacional de Colombia, en donde se desarrollaron todos los experimentos en 2011. Los cultivos sólidos de cada especie se disolvieron en Medio Basal de Bold (BBM), de donde se tomaron 5 mL y se llevaron a 200 mL en el mismo medio de cultivo. Esta mezcla se utilizó como inóculo inicial para la producción de biomasa algal a mayor escala. Los cultivos fueron tipo batch en recipientes de vidrio de 375 y 2000 mL, con bombeo de aire atmosférico permanente, temperatura de 23 °C ± 2 ºC, iluminación artificial con intensidad lumínica de 60 μEm-2s-1 y fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad.


  La elaboración de las esferas de alginato con microalgas se basó en los procedimientos descritos por Bashan (1986), González y Bashan (2000) y de-Bashan y Bashan (2010) con los siguientes ajustes: la solución de alginato de sodio fue del 4 % (León, 2004) y se preparó con agua destilada estéril. La mezcla se agitó vigorosamente durante una hora (Bashan, 1986) y los grumos remanentes se disolvieron por calentamiento en microondas por 30 s, tantas veces como fue necesario hasta obtener una solución homogénea. Esta solución se dejó en refrigeración entre 12 y 36 h para eliminar las burbujas. La mezcla de alginato con las algas se realizó con una jeringa estéril de 1 mL; para ello se colocó la alícuota del cultivo algal en un vaso de precipitado (1, 2 o 5 mL para obtener mezclas de algas-alginato al 10, 20 y 50 %, respectivamente), se completó a 10 mL con BBM estéril, se agregaron 10 mL del alginato de sodio al 4 % p/v y se mezcló manualmente. Este procedimiento se realizó en una cámara de flujo laminar. Las concentraciones del 10 % correspondieron a 3,53*105 células/ml de S. ovalternus y 1,31*106 células/ml de C. vulgaris; las del 20 % fueron de 7,06*105 células/ml de S. ovalternus y 2,63*106 células/ml de C. vulgaris; y las del 50 % fueron 1,77*106 células/ml de S. ovalternus y 6,58*106 células/ml de C. vulgaris. De la mezcla alginato-microalgas se tomó un volumen con una jeringa estéril de 1 mL y se formaron gotas (Bashan, 1986; González y Bashan, 2000) que se hicieron caer en una solución al 2 % v/v de CaCl2 (González y Bashan, 2000; de-Bashan et al., 2002a; de-Bashan et al., 2008), cuya temperatura estaba entre 1 y 3 °C (León, 2004). Las esferas formadas se mantuvieron en la solución de CaCl2 durante 60 minutos (Bashan et al., 2002). Luego se colocaron en recipientes de 375 mL, dentro de los cuales se redujo la intensidad de la aireación para evitar la fricción entre las esferas. En cada ensayo se cultivaron 200 esferas distribuídas en seis recipientes de 375 mL (dos réplicas para cada una de las tres densidades mencionadas anteriormente), cada uno con 200 mL de BBM.


  La cinética de crecimiento se basó en el conteo de algas de cada cultivo, cada 24 horas durante todo el período de cultivo (diez y ocho días para S. ovalternus y C. vulgaris, respectivamente). Para ello se tomaron diariamente nueve esferas de cada cultivo y se disolvieron individualmente en bicarbonato de sodio al 4 % p/v a temperatura ambiente (Yabur et al., 2007; de-Bashan et al., 2008). Para facilitar la solubilidad de las esferas, se agitaron vigorosamente en un Shaker rotatorio a 100 rpm (Bashan, 1986; Bashan et al., 2002a) durante 15 minutos. De cada esfera disuelta se colocó 0,1 mL en una cámara de Neubauer para hacer el conteo en un microscopio de luz (de-Bashan et al., 2004). Para S. ovalternus se contaron las células de los cenobios. Se utilizó el programa Table Curve 2D (v5.01), que permite ajustar automáticamente la curva de crecimiento a la ecuación integral más apropiada. Se realizaron análisis de varianza de una vía (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %, para determinar las diferencias entre los tratamientos. Las tasas de crecimiento se determinaron con la ecuación μ= ln Nt(1) - ln Nt(2)/ΔT, en donde Nt(1) y Nt(2) son respectivamente la población promedio máxima (día diez para S. ovalternus y ocho para C. vulgaris, inicio de la fase estacionaria de crecimiento en la que el número de células fue relativamente constante) y mínima (densidad inicial del cultivo) en cada uno de los ensayos. El tiempo de duplicación Td (días) se calculó con la ecuación Td = 0,6931*μ.


  Los resultados mostraron que el crecimiento poblacional de las dos especies inmovilizadas fue diferente para cada concentración ensayada (10, 20 y 50 % v/v). S. ovalternus creció más cuando la concentración inicial fue del 20 % v/v (7,06*105 células/mL) (Figs. 1A- 1B). Para C. vulgaris el crecimiento fue mayor cuando se partió de una concentración celular del 10 % v/v (1,31*106 células/mL) (Figs. 2A- 2B). Las curvas de crecimiento poblacional sin ajustes de cada tratamiento permitieron establecer los parámetros que se observan en la Tabla 1. Según estos resultados, para S. ovalternus el mejor coeficiente de determinación (R2) se logra con la ecuación de crecimiento del tratamiento dos y para C. vulgaris con el tratamiento uno. Las ecuaciones y las curvas de crecimiento ajustadas al modelo logístico con el programa Table Curve 2D (Tabla 2), dejan ver con mayor claridad la dinámica poblacional de las algas. En todos los casos, las curvas sigmoidales de crecimiento tuvieron coeficientes de determinación superiores a 0,9. Bajo estos modelos ajustados S. ovalternus tuvo la tasa de crecimiento más alta con el tratamiento tres, pero con un R2 menor; la mejor curva de crecimiento fue la del tratamiento dos (Fig. 1B). Por su parte, el crecimiento más rápido y el mayor R2 de C. vulgaris se logró con el tratamiento dos, pero la mejor curva de crecimiento se obtuvo en el tratamiento uno (Fig. 2B).
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  Scenedesmus ovalternus es una especie muy abundante y frecuente en aguas ricas en nutrientes, principalmente nitrógeno (Wehr y Sheath, 2003), de tal forma que aprovecha bien los recursos que le provee el medio BBM. Consecuentemente, sus tasas de crecimiento fueron relativamente altas en todos los tratamientos. Bajo condiciones de laboratorio Twist et al. (1998) encontraron que a mayor cantidad de nutrientes la especie S. subspicatus embebida en alginato de calcio tiene un crecimiento más elevado, lo que corrobora los resultados de la presente investigación. Cabría esperar una mejor curva de crecimiento cuando S. ovalternus se inmoviliza en concentraciones del 50 % v/v (tratamiento tres). Esto no ocurre probablemente porque se presenta una fuerte competencia por los nutrientes, la luz y el espacio, lo que limita el desarrollo de la población. Es probable que S. ovalternus se vea favorecida cuando se inmoviliza en concentraciones intermedias, no solo porque habría una menor competencia intraespecífica, sino por un mejor posicionamiento de las células en la matriz de alginato. En un estudio sobre la ultraestructura de las esferas de alginato (Lebsky et al., 2001), se evidenció que las microalgas se distribuyen uniformemente dentro de la matriz de alginato en las cavidades formadas durante el proceso de solidificación. Por otra parte, el hecho de que S. ovalternus sea un organismo cenobial no parece influir en su reproducción, como ha sido establecido por Reynolds (2006) al comparar las tasas de crecimiento de muchas especies coloniales y unicelulares.


  En el caso de C. vulgaris, una baja población inicial parece reducir la competencia por los recursos, lo que favorecería una curva de crecimiento más elevada. C. vulgaris es una especie común y frecuente en aguas con baja concentración de nutrientes (Wehr y Sheath, 2003), en las que generalmente presenta bajas abundancias. Reynolds (2006) indica que la tasa de crecimiento de Chlorella sp. es una de las más altas entre las microalgas planctónicas, pues en condiciones de laboratorio llega a 1,8 d-1. Esta prominente capacidad de reproducción le permite crecer eficientemente ante una elevada cantidad de nutrientes como los que le ofrece el BBM. De otro lado, una menor densidad microalgal inicial permitiría un mejor posicionamiento de las células al interior de las esferas, lo que mejoraría el crecimiento de C. vulgaris, como parece suceder en el tratamiento uno. El tamaño de las esferas es por tanto un factor que podría limitar el crecimiento poblacional de las algas. Se observó que en los últimos días de los cultivos las esferas adquirieron una coloración verde muy intensa debido a la altísima concentración algal. En estas condiciones es posible que las microalgas no tengan el espacio suficiente para expandirse a través de la matriz del polímero. No se sabe si esta alta concentración celular pueda propiciar o acelerar la desintegración de las esferas, pero se evidenció que después de diez días de cultivo éstas empiezan a disolverse.


  Los parámetros poblacionales calculados manualmente (Tabla 3) muestran que S. ovalternus tuvo un crecimiento más rápido y una tasa de duplicación mayor en el tratamiento dos. C. vulgaris tuvo mejores resultados en el tratamiento uno. Los tiempos de duplicación de las dos especies fueron menores cuando las densidades iniciales fueron altas (tratamiento 3). El análisis de varianza (ANOVA) indicó que los tratamientos presentaron diferencias significativas en cuanto al número de células por esfera, para las dos especies estudiadas (F=230; p=6x10-8 para C. vulgaris y F=246; p=2x10-7 para S. ovalternus).
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  La adaptación en Colombia de la técnica de inmovilización de microalgas que se describió en este trabajo, constituye una base para realizar estudios más eficientes de biomonitoreo del estado trófico y de otros tipos de contaminación. La utilización de cepas nativas elimina la necesidad de adaptar previamente especies foráneas a las condiciones locales de la comunidad algal. Se evita también el uso de algas potencialmente peligrosas, como por ejemplo cianobacterias tóxicas (Twist et al., 1998). Además, se superan algunas limitaciones de los métodos fisicoquímicos, que solo evalúan las condiciones del momento en que se toman las muestras de agua, y de los métodos biológicos convencionales, que muestran una gran variabilidad que hace muy difícil su interpretación. En suma, esta nueva metodología permitiría la implementación de un método biológico, rápido, repetible y comparable entre los distintos ecosistemas acuáticos, manteniendo las mismas características de la prueba. Se disminuiría así considerablemente la incertidumbre en el establecimiento del estado trófico y del grado de contaminación en general de los ecosistemas acuáticos. Los trabajos de Delgadillo (2013) y Pineda (2014) constituyen los primero acercamientos con esta perspectiva. Además del monitoreo de la contaminación, las algas inmovilizadas pueden tener nuevas aplicaciones biotecnológicas, tales como la biorremediación o la obtención de metabolitos y otros productos.
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  RESUMEN


  La taxonomía de Chironomidae se apoya fuertemente en la integración de las características morfológicas de todas las fases del ciclo de vida, las cuales se pueden obtener mediante la cría en laboratorio. Este estudio desarrolló un método de cría en laboratorio de larvas de Chironomidae de ambientes lóticos. El método consta de una circulación constante de agua y distintos ítems alimenticios. Esta metodología ha permitido obtener asociaciones de los estados de larva, pupa y adulto para la identificación de especies presentes en una región de Argentina en la que el estado de conocimiento de la familia Chironomidae es incipiente.


  Palabras clave: arroyos, insectos acuáticos, ritron.

  


  ABSTRACT


  The taxonomy of Chironomidae is strongly supported by the integration of morphological characteristics of all stages of the life cycle, which can be obtained through laboratory rearing. This study was developed in laboratory to test rearing method for lotic Chironomidae larvae. The method included constant water circulation and different food items. This methodology allowed obtaining associations of larva, pupa and adult stages for the identification of species from an Argentinean region in which the knowledge of Chironomidae family is incipient.


  Keywords: aquatic insects, rithron, streams.

  


  La sistemática de Chironomidae (Díptera) es compleja y se apoya fuertemente de la integración de las características morfológicas de todas las fases del ciclo de vida. Para ello se utiliza material obtenido de la cría en laboratorio, el cual permite tener una correcta asociación entre los estados de larva, pupa y adulto (Paggi, 1998). Hay pocos trabajos científicos publicados sobre metodología de cría de Chironomidae (Epler, 2001; Mendes, 2002) lo cual crea una dificultad al momento de poner en práctica la cría de larvas en laboratorio, en especial de las especies de ambientes lóticos que requieren cierta velocidad de corriente y altas concentraciones de oxígeno disuelto. Aunque las larvas de insectos acuáticos a menudo pueden ser criadas en cámaras simples de agua con oxígeno, los individuos de ambientes lóticos requieren una simulación del flujo de agua. Si bien existen publicaciones que describen métodos de cría de insectos acuáticos en laboratorio con circulación de agua (Lawrence, 1981; Palmer et al., 1994), estas hacen referencia a sistemas complejos que requieren gran espacio en el laboratorio. En este trabajo se describe un dispositivo de cría que requiere poco espacio y que permite criar individualmente a cada organismo para obtener los tres estadios del ciclo biológico. En el método descrito, un flujo de agua constante oxigena y simula la velocidad de corriente del ambiente lótico, y proporciona las condiciones adecuadas para la obtención de alimento por parte de los individuos filtradores como los Tanytarsini (Merritt y Cummins, 1996). Con la finalidad de obtener larvas y pupas vivas para criar en condiciones de laboratorio se colectaron muestras cualitativas con red de mano de 300 µ de abertura de malla en un tramo de ritron de un arroyo serrano situado entre 753 y 810 m s.n.m. y entre los 33°11' 18'' y 33°09'19''S, y los 64°56'54'' y 64°59'11'' O (arroyo Achiras, Córdoba, Argentina). Las muestras fueron almacenadas y transportadas según Mendes (2002). Conjuntamente se tomaron muestras de sustrato del arroyo para su posterior utilización en los frascos de cría. En laboratorio cada muestra se colocó en una bandeja metálica blanca y se separó la totalidad de los individuos de Chironomidae, sin discriminar en estadio ni subfamilia, con una pipeta plástica descartable de 3 mL para no dañar a los individuos (Epler, 2001). Se diseñó un dispositivo de cría consistente en dos bandejas plásticas (45x32 y 5x10,5 cm) interconectadas con dos tubos de polipropileno de 2 cm de diámetro y 15 cm de largo (Fig. 1A-1B). En cada bandeja se colocó una bomba Champion CX-500 (200 lh-1) para mantener una circulación constante entre ambos recipientes. A cada bomba se le anexó un tubo de PVC transparente de 9 mm de diámetro interno con el fin de generar un flujo del agua en cada bandeja imitando la velocidad de corriente del arroyo (Fig. 1A-1B). Se utilizó agua de red previamente declorada, debido a que el agua del arroyo sufría una rápida disminución de su calidad. Los individuos fueron depositados individualmente en frascos plásticos de cría de 50 mL (7 cm de diámetro x 3,5 cm de largo) (Fig. 1C-1D). En la pared de los frascos de cría se realizó una abertura, 2,5 de diámetro x 6 cm de largo, la cual se cubrió con tela tipo microtul de 500 µ. Esta abertura posibilita la renovación constante del agua reteniendo las larvas dentro de los frascos (Fig. 1C-1D). Adicionalmente, en las tapas de los frascos de cría se realizó una abertura de 3 cm diámetro que se cubrieron con tela tipo microtul de 500 µ lo que permitió el intercambio de oxígeno con el ambiente y la retención del adulto al momento de la emergencia. En cada frasco se colocó sustrato del sitio de muestreo, esterilizado en estufa a 40° C durante 48 horas para la eliminación de pequeños invertebrados presentes en el sustrato. Las larvas fueron mantenidas con alimento escamado para peces tipo Shulet Carassius, individuos muertos de Tubificinae y larvas de Chironomidae (Mendes, 2002). Además, se agregó a los frascos una pequeña porción de musgo (Charophyta, Bryidae) (Chase y Reveal, 2009) proveniente del sitio de muestreo, con el fin de aportar a las larvas otro tipo de alimento, incrementar la oxigenación del agua y brindar superficie de apoyo para las especies constructoras de estuches. Los recipientes se controlaron diariamente para detectar la presencia de adultos. Luego de la emergencia del adulto, éste se mantuvo en el frasco de cría por 24 h para asegurar su esclerotización. Posteriormente se retiró y se conservó en tubos Eppendorf con alcohol 70 %, junto a sus exuvias larval y pupal. La cría se inició con un total de 159 larvas, de las cuales se obtuvieron 58 adultos, 33 machos y 25 hembras. De los adultos obtenidos, el 24 % correspondieron a Tanypodinae, el 16 % a Chironominae, el 5 % a Orthocladiinae y el 55 % restante no pudo ser asignado a una subfamilia. Con microscopio estereoscópico se pudo identificar los siguientes géneros: Chironomus sp., Criptotendipes sp., Cryptochironomus sp, Rheotanytarsus sp. y Thienemannimyia sp. La asignación de subfamilia, género y especie a los individuos sin identificar se podrá realizar una vez confeccionados los preparados permanentes. La cría en laboratorio es una metodología necesaria pero a su vez muy compleja, debido a que resulta sumamente difícil reproducir en laboratorio las condiciones naturales que requieren las especies de un ambiente ritrónico. El estrés y algunos parámetros ambientales como la velocidad de corriente, la temperatura y la oxigenación influyen en el ciclo vital de estos organismos (Maier et al., 1990). En particular, el estadio larval constituye un factor clave para una cría exitosa que permita obtener los tres estados del ciclo vital, ya que se recomienda iniciar la cría con larvas del último estadio (Epler, 2001) garantizando así una rápida emergencia. En la metodología descripta en este trabajo se incluyó la totalidad de las larvas colectadas sin discriminar estadio, lo que pudo afectar el porcentaje de emergencia obtenido. En la bibliografía sobre métodos de cría en laboratorio hay cierto sesgo hacia la cría de una única especie (Trivinho-Strixino y Strixino, 1989; Zilli et al., 2009), lo que torna al método más eficiente porque las demandas fisiológicas están bien definidas aumentando el porcentaje de emergencia (Baek et al., 2012). Para cumplir con objetivos que pretenden identificar a todos los individuos de la familia sería muy complejo criar a cada especie por separado. Por lo tanto se requiere de un dispositivo que permita criar a todos los representantes de Chironomidae en el menor espacio posible. El método descripto es económico y fácil de fabricar. Las dimensiones del dispositivo de cría pueden adaptarse a diferentes necesidades, permitiendo criar a una mixtura de especies de la familia o a un grupo específico de especies. Si bien el método necesita ajustes para que se asemeje al ambiente natural, ha permitido obtener asociaciones de los estados de larva, pupa y adulto para la identificación de especies presentes en una región de Argentina en la que el estado de conocimiento de la familia Chironomidae es incipiente.
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  RESUMO


  O objetivo desse trabalho foi avaliar a não preferência para a oviposição de Vatiga illudens (Drake, 1922) (Hemiptera: Tingidae) importante inseto com potencial de causar danos econômicos em cultivares de mandioca. Compararam-se as cultivares Kiriris, N-25, Fécula Branca, IAC 90, M Ecu 72 e IAC 576, essas com potencial produtivo para a região sul de Mato Grosso do Sul. Foram realizados ensaios de preferência para oviposição, com o teste sem chance de escolha, em condições de semi-campo. Um casal adulto de V. illudens foi liberado nas folhas de mandioca das respectivas cultivares. Permitiu-se a alimentação e oviposição desses insetos por 72 horas. Avaliou-se o número de ovos/fêmea/folha, o número de excrementos/casal/folha e o índice de preferência para oviposição. A cultivar M Ecu 72 revelou-se altamente resistente ao percevejo-de-renda. Esse estudo evidenciou que há mecanismos de resistência a V. illudens em cultivares de mandioca, o que justifica a realização de novos estudos sobre essas cultivares em programas de seleção, visando o controle dessa praga e identificação de tais mecanismos.


  Palavras-Chave: antixenose, insecta, resistência de plantas.

  


  ABSTRACT


  The aim of this study was to evaluate the non-preference for oviposition Vatiga illudens (Drake, 1922) (Hemiptera: Tingidae) in cassava cultivars. The following cultivars were compared: Kiriris, N-25, Fécula Branca, IAC 90, M Ecu 72 and IAC 576, preference tests for oviposition were conducted, with a choice test in semi-field conditions. An adult double V. illudens was released in the leaves of cassava of their cultivars. Allowed to feeding and oviposition of these insects for 72 hours. We evaluated the number of eggs / female / leaf, the number of droppings / couple / sheet and the preference index for oviposition. The cultivar M Ecu 72 demonstrated to be highly resistant to cassava lace bug. This study showed that there are resistance mechanisms to V. illudens in cassava cultivars, which justifies the new studies on these cultivars in breeding programs, aiming to control this pest and identification of such mechanisms.


  Keywords: antixenosis, insect, plant resistance.

  


  RESUMEN


  El objetivo de este estudio fue evaluar la no preferencia por oviposición de Vatiga illudens (Drake, 1922) (Hemiptera: Tingidae) en cultivos de yuca. Se compararon los cultivos Kiriris, N-25, Fécula Branca, IAC 90, M Ecu 72 y IAC 576. Se llevaron a cabo pruebas de preferencia de oviposición, con la prueba de elección en condiciones de semi-campo. Una pareja adulta de V. illudens fue colocada en las hojas de yuca de los cultivos. Se permitió la alimentación y oviposición de estos insectos durante 72 horas. Se evaluó el número de huevos/hembra/hoja, el número de excrementos/pareja/hoja y el índice de preferencia de oviposición. El cultivo M Ecu 72 resultó ser altamente resistente a chinche de encaje. Este estudio demostró que hay mecanismos de resistencia a V. illudens en cultivares de yuca, lo que justifica nuevos estudios sobre estos cultivares en los programas de selección, con el objetivo de controlar esta plaga y la identificación de tales mecanismos.


  Palabras clave: antixenosis, insecto, resistencia de plantas.

  


  Apesar da rusticidade da mandioca (Manihot esculenta Crantz), a falta de cultivares adaptadas as regiões e a ocorrência de insetos-praga são fatores que interferem na produtividade final dessa cultura. Dentre os insetos com potencial de causar danos econômicos no cenário atual, destacam-se os percevejos-de-renda Vatiga illudens (Drake, 1922) e V. manihotae (Drake, 1922) (Hemiptera: Tingidae) (Farias, 1987). Esses insetos se distribuem na face inferior das folhas, porém em altas populações atingem as folhas apicais, alimentando-se do conteúdo celular, ocasionando inicialmente pontuações amareladas, que posteriormente passam a marrom avermelhadas (Bellotti et al., 1999). Seu ataque causa reduções significativas na produtividade da parte aérea e das raízes em plantas de mandioca (Fialho et al., 2009).


  Atualmente, têm-se dificuldades no controle do percevejo-de-renda, uma vez que não existem produtos químicos registrados para esse inseto, tampouco outras medidas com eficiência de controle (Ceballos et al., 2004). Dessa forma, o uso de cultivares resistentes pode ser uma alternativa promissora de controle para esses insetos-praga devido à facilidade de utilização, não oneração do produto e ausência de contaminação de ramas, além de permitir compatibilidade com outros métodos de controle (Lara, 1991). Entretanto, para o setor mandioqueiro são escassas as informações sobre cultivares resistentes ou que apresentam algum mecanismo de resistência ao percevejo-de-renda. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a não preferência para a oviposição de V. illudens em cultivares de mandioca.


  O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetação da Embrapa Agropecuária Oeste, Dourados, MS (22°13'17.72" S 54°48'23.12" O; 448 m s.n.m.), em temperatura de 26 ± 2 ºC, umidade relativa de 60 ± 10 % e fotofase de 12 horas. A coleta, criação e manutenção de V. illudens seguiu metodologia descrita por Bellon et al. (2011). Ninfas do percevejo-de-renda foram coletadas em campo na cultivar IAC 576 e transferidas para bandejas plásticas (30 cm de largura × 20 cm de comprimento × 10 cm de altura) cobertas com tampa telada. Os pecíolos das folhas de mandioca foram envoltos com algodão hidrófilo umedecido e revestido com papel alumínio para a manutenção da turgidez da folha, com a intenção de garantir a alimentação dos insetos. As folhas foram trocadas em média a cada dois dias. Os insetos foram mantidos em câmara climatizada com temperatura variando de 25 ± 2 ºC, umidade relativa de 70 ± 10 % e fotofase de 12 h até alcançarem o pico de oviposição do inseto (18 dias) para realização dos ensaios.


  Para o ensaios foram utilizadas folhas de mandioca das cultivares Kiriris, N-25, Fécula Branca, IAC 90 e M Ecu 72. O genótipo-padrão escolhido foi a cultivar IAC 576, conhecida como mansa e suscetível ao ataque do percevejo-de-renda.


  As plantas de mandioca foram cultivadas em vasos de polietileno de 4,0 L de capacidade, contendo substrato na proporção de 2:1 terra e areia, respectivamente. Para cada vaso utilizou-se ainda 4 g de adubação química N-P-K na formulação 8-20-20. Utilizaram-se duas manivas de mandioca com tamanho de 12 cm, por vaso, que foram plantadas manualmente na posição vertical, sendo mantidas em casa de vegetação onde foram irrigadas a cada dois dias. Avaliou-se a preferência da oviposição das fêmeas do percevejo-de-renda nas respectivas cultivares, utilizando-se o teste sem chance de escolha. Foram utilizadas 12 plantas de cada cultivar. Quando as plantas de mandioca estavam com oito folhas desenvolvidas, um casal de V. illudens, com 18 dias de idade, retirados da criação de laboratório, foi liberado em gaiola cilíndrica de tubo de PVC, com 1,5 cm de altura e 4 cm de diâmetro, com fundo fechado com tecido tipo voile e a outra extremidade circundada com espuma para evitar ferimentos nas folhas. Para dar sustentação e evitar a fuga dos insetos, a gaiola foi fechada com um quadrado de papelão (5 cm2) conforme Bellon et al. (2011) (Fig.1).
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  Padronizaram-se as folhas do terço médio de cada planta para o teste de não preferência para oviposição. Permitiu-se a alimentação e oviposição dos insetos por 72 h, após o qual, os casais foram retirados das folhas e essas retiradas das plantas para quantificação dos ovos e excrementos de cada casal com auxílio de microscópio estereoscópio. Posteriormente, calculou-se o índice de preferência para oviposição (IPO) por meio da expressão determinada por Fenemore (1980): IPO=[(A-B)/(A+B)] x 100 em que: A é o número de ovos contados no genótipo avaliado; B é o número de ovos contados no genótipo-padrão. O índice varia de +100 (estimulante) a -100 (deterrência ou inibição de oviposição).


  O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis tratamentos (cultivares) e 30 repetições por tratamento (folhas). Os resultados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significância.


  Foram observadas diferenças significativas no número de ovos/fêmea/folha nas cultivares de mandioca (Tabela 1). O menor número de ovos foi observado para a cultivar M Ecu 72 (0,10 ± 0,11) e a maior para a cultivar Kiriris (13,28 ± 1,02). Nas demais cultivares não ocorreram diferenças estatísticas e o número de ovos por folha variou de 6,57 ± 1,38 (IAC 90) a 7,78 ± 0,85 (N-25) (Tabela 1).
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  A cultivar M Ecu 72 demonstrou deterrência quanto à oviposição de V. illudens, sugerindo ser inadequada ao inseto (Tabela 1). Possivelmente, características químicas ou morfológicas (Lara, 1991) dessa cultivar atuaram no comportamento do inseto, causando, consequentemente, a não-preferência para oviposição em relação ao percevejo-de-renda. Além disso, o menor número de ovos observados para M Ecu 72 provavelmente ocorreu devido ao mecanismo de resistência do tipo não-preferência para oviposição. Bellotti e Arias (2001) avaliando a resistência de cultivares de mandioca para mosca-branca Aleurotrachelus socialis (Bondar, 1923) (Hemiptera: Aleyrodidae), verificaram para essa mesma cultivar, altos níveis de resistência a esse inseto-praga. Segundo os autores, dentre as cultivares avaliadas, M Ecu 72 foi menos utilizada para a oviposição de A. socialis e, ocasionou mortalidade de 72,5 % das ninfas da mosca-branca, principalmente nos ínstares iniciais, evidenciando a presença dos mecanismos de não-preferência à oviposição e antibiose.


  Para Kiriris foram verificados os maiores índices de preferência para oviposição (Tabela 1). Elevado número de ninfas de V. manihotae e de adultos de Bemisia tuberculata (Bondar, 1923) (Hemiptera: Aleyrodidae) também foram observados para essa cultivar em avaliações de flutuação populacional desses insetos (Rheinheimer et al., 2011), confirmando a suscetibilidade desse genótipo.


  Um fator importante que também pode estar relacionado a essas diferenças no número de ovos entre as cultivares são os teores de compostos cianogênicos presentes em plantas de mandioca, fato verificado por Vieira et al. (2011), os quais observaram que quanto maior o teor de ácido cianídrico (HCN) nas raízes de mandioca, menor a incidência de ninfas e adultos de V. illudens. Entretanto, no presente trabalho não se conhecia os teores cianogênicos dos materiais estudados.


  É importante destacar ainda que, em trabalhos relacionados à não-preferência para alimentação ou oviposição, é fundamental utilizar testes com insetos confinados sobre a planta, ou seja, o teste sem chance de escolha, visto que, na maioria das vezes, extensas áreas são plantadas somente com uma cultivar, o que impede o inseto de escolher (Lourenção e Yuki, 1982). Assim, o plantio de cultivares com menor oviposição detectada nesse teste para essa pesquisa (M Ecu 72) poderia, portanto, reduzir consideravelmente a população do percevejo-de-renda no campo.


  Em relação ao número médio de excrementos/casal/folha a cultivar IAC 576 apresentou maior número de excrementos (51,25 ± 6,36), contudo, não diferiu estatisticamente de Kiriris (47,89 ± 4,97) e IAC 90 (44 ± 3,49). No entanto, as cultivares N-25, M Ecu 72 e Fécula Branca apresentaram o menor número de excrementos (25,92 ± 4,81, 28,25 ± 3,31 e 29,87 ± 3,19, respectivamente) e não diferiram significativamente entre si (Tabela 1).


  A contagem do número de excrementos/insetos é um parâmetro importante para determinar cultivares resistentes. Lara e Tanzini (1997) também utilizaram a contagem no número de excrementos como um dos parâmetros para avaliar a resistência de clones de seringueira Hevea brasiliensis ao percevejo-de-renda Leptopharsa heveae (Drake e Poor, 1935) (Heteroptera: Tingidae). Esses autores verificaram que quanto mais elevado o número de excrementos de L. heveae maior o número de ovos encontrados por folha nos clones de seringueira avaliados, corroborando com as informações do presente trabalho (Tabela 1).


  Com base no Índice de Preferência à Oviposição (IPO), admitindo-se IAC 576 como padrão, as cultivares Kiriris (+26,89) e N-25 (+0,84) foram classificados como estimulantes e Fécula Branca (-6,54), IAC 90 (-7,59) e M Ecu 72 (-97,41) como deterrentes à oviposição de V. illudens (Tabela 1).


  A presença de deterrência é um fator de grande importância em materiais resistentes (Lara, 1991). No presente estudo, a deterrência ocasionada pelas cultivares Fécula Branca, IAC 90 e M Ecu 72 (Tabela 1) pode também estar associada às características físicas das superfícies foliares, como pilosidade, presença de tricomas, cerosidade, espessura, dureza e textura da epiderme, ou relacionadas à presença de compostos voláteis das plantas (Lara, 1991), que ao serem detectados pelas fêmeas de V. illudens inibem seu comportamento de oviposição, reduzindo significativamente a postura sobre as folhas de mandioca.


  O uso de resistência varietal tem-se mostrado promissor para redução do impacto de insetos-praga na cultura da mandioca. Estudos têm demonstrado potencial genético de cultivares de mandioca para a resistência a V. illudens, utilizando-se como parâmetro de avaliação a contagem do número de ninfas e adultos do percevejo-de-renda (Vieira et al., 2011). Entretanto, não são relatados nesses estudos quais os mecanismos de resistência de plantas ao percevejo-de-renda. Dessa forma, os dados obtidos na presente pesquisa evidenciam que há cultivares de mandioca que expressam mecanismos de resistência a V. illudens, o que justifica a realização de mais estudos sobre essas cultivares em programas de seleção de progênies de mandioca, visando ao controle dessa praga e identificação de tais mecanismos. Nas condições testadas, a cultivar M Ecu 72 revelou-se altamente resistente e Kiriris suscetível a V. illudens.
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  Además, participó como miembro de varios comités científicos para diferentes proyectos de conservación en Baja California, y fue el líder para la Península de Baja California de la Red Internacional NAGISA, entre otros. Fue editor de revistas científicas como Phytotaxa, International Journal of Biodiversity, Regional Studies in Marine Science, Journal of Biology y Acta Biológica Colombiana, en la cual colaboró desde el año 2013 como editor asociado para el área de botánica marina.


  Su legado a la ciencia es amplio: formó más de 70 estudiantes a nivel de pre y posgrado, publicó más de cien artículos en revistas indexadas, y varios libros y capítulos de libro. Su contribución estuvo principalmente orientada hacia el entendimiento de los mantos de rodolitos y el papel que cumplen en ambientes costeros. Sin embargo, también desarrolló investigaciones en otros temas relacionados con las ciencias del mar, en particular sobre ecosistemas de manglar, pastos marinos, bosques de sargazo, algas invasoras y conservación de tortugas marinas.


  Se destacó además, por denunciar la corrupción en el sistema de entrega de licencias ambientales para proyectos de desarrollo turístico en Baja California.


  Su empeño y entrega a la ciencia fueron reconocidos por el Congreso de Estado, que en el año 2013 le otorgó el "Premio Estatal de Ciencia y Tecnología y la Medalla al Mérito Científico y Tecnológico, Baja California Sur", y en 2015 entró en el ranking de los investigadores más influyentes de México.


  Ha sido y sin duda seguirá siendo fuente de inspiración para muchos jóvenes mexicanos y de otras nacionalidades, pues su rigor científico y su pasión por la biología marina traspasaron fronteras dejando un importante legado en toda Latinoamerica.


  Su prematura partida deja un vacío difícil de colmar. Que en paz descanse.
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Table 2. Carbohydrate production (ug L") from Nastoc and Anabaen strains cultured to differentnirogen concentration (mM NaNO,).
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Figure 4. Actiy dai hyehm o socil behaviours obsrved n o fmale Amszonian manacses incapiviy.
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Tabla 2. Especies de plantas s abundanes en los microsiios con ysin pléntuls de £ uribel en a Parque Nacional Natural Chingaza.
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Tabla 3. Especies exclusivas en os microsicios con ysin plantulas de £ wibe e el Parque Nacional Natural Chingaza.
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Tabla 3. Composicién dela dicta de especies de lagartos, an la formacién de bosque seco tropical al norte de a regién Caribe- Departamento del Cesar.
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Figure 1.Days 0, 7 and 15 ofinduction nthe mbrycgenic process. Day 01CS05 A), BIOB 8-C) Day 71CS05 D-F), BIOB G-
1)Day 15 1CS05 L), BIOB M-0). MC: Maristamati Cells, M: Mucilage, P Pobphenols, PB Peal Base, PL: Fhphen!
Vayer, Br: Protein, S Pobsaceharides, T Trchome.
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Figure 2. Evaluation o the distance between Podbcnenis anffs rests and residences in Araguarier rgion, Eastern Amazon
(Brazl). Map drawn from the data shape Fle of the Ecclogical Ezonomic Zoning of IEPA, Coordinate System UTM Zone 22N,
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Table 1. Content of sarage compaunds in for the variety regenerating (BIOB) and non regenerating (ICS95),
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Figure2. Days 20 and 45 ofche induction inchecmbryogenic process. Day 301CS05 A-C), BIOB D-F). Day 43 1CS05 1), BIOB.
). FC: Flamentaus call, NC: Ma: Medulla, NC: NodullaCall, N Nuclaus,P-Polphencls, PC: Procambium, S Somatic
Embryo, SP. Somatic Proembryo, TC: Transucene Call VT Vascular Tisue, WBC: Wasy Brown Call, WTWasy Call
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Figura 1. Gaiola alndics tlzada para avalr a prfréncs de oupes a0 de Vi ks (4) Detahes da i clindia s folas d
mandioca (B) ¢ (C). Aucor. Bellon P.P.
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Figure 1. Location map of the study ara inthe Araguaririver bsin,esstern Amazan, Northern Brazi, and the distribution
and abundance o Aodocenis unfs nests in 2011 Map drawn from th shape-fle datafrom the Eclogical Economic Zoning
ofthe 1EPA, Coordinacs ystem UTM Zane 22N, and orbical imag sensor Landsat satellce TM 5. 226/52.





