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  RESUMEN


  El paisaje epigenético es una metáfora gráfica propuesta por Conrad H. Waddington para explicar el desarrollo de los organismos mediante la imagen de un paisaje compuesto por una superficie ondulante con cimas y valles, que representan las vías por las cuales se desplazan las células del organismo en su proceso de diferenciación. C.H. Waddington, considerado como el padre de la epigenética, es notable por sus aportes teóricos, que incluyen las nociones de asimilación genética, la canalización del desarrollo y el epigenotipo. Estas ideas surgieron a partir de estudios experimentales en biología del desarrollo, los cuales resultaron en el descubrimiento del “organizador” en embriones de aves y, posteriormente, de fenocopias inducidas por factores ambientales en Drosophila. En el presente artículo se presenta una interpretación del paisaje epigenético y conceptos relacionados, que ponen en evidencia el poder heurístico de este modelo y su importancia para la biología contemporánea. Este trabajo es un homenaje a la vida de C. H. Waddington, cuya obra continúa siendo de gran actualidad.
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  ABSTRACT


  The epigenetic landscape is a graphic metaphor proposed by Conrad H. Waddington to explain the development of organisms and their parts. It is depicted as a wavy surface with summits and descending valleys, representing the paths followed by cells along their differentiation process, as part of organismal development. Conrad H. Waddington, regarded as the father of epigenetics, stands out for his theoretical contributions, that include the notions of genetic assimilation, canalization of development and epigenotype. These ideas were inspired by experimental works in developmental biology, that lead to the discovery of the organizer in bird embryos, as well as environmentallyinduced phenocopies in Drosophila. In the current essay, I present an interpretation of the epigenetic landscape and related concepts that highlight the heuristic power of this model and its importance for contemporary biology. This work is a tribute to the life of C. H. Waddington, whose work is still of great significance.
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  INTRODUCCIÓN


  Conrad H. Waddington trató de unificar la biología del desarrollo, la genética y la evolución a partir de sus estudios teóricos y experimentales, la mayor parte de los cuales fueron publicados entre 1930 y 1970 (Gilbert, 1991). Dichos estudios fueron únicos y se pueden considerar como precursores de la biología evolutiva y del desarrollo. A continuación se presenta una reflexión sobre el origen intelectual y el funcionamiento del Paisaje Epigenético, metáfora formulada por Conrad Hal Waddington en el primer tercio del siglo XX, para explicar de forma gráfica el proceso general de desarrollo y diferenciación de los organismos. Posteriormente se analizarán los fenómenos de “canalización del desarrollo”, “asimilación genética” y “competencia”, y se realizará un comentario breve sobre la relación existente entre este modelo y la termodinámica. Todos estos conceptos fueron formulados por Waddington con la intención de comprender el fenómeno crucial del desarrollo sin reducirlo a la genética (Gilbert, 2000), motivo por el cual se le considera como el padre de la epigenética.


  EPIGENÉTICA COMO REACCIÓN


  La epigenética estudia lo que la genética ignora Michel Morange


  Las relaciones entre la genética y la embriología, y la distancia entre estas disciplinas a principios del siglo XX fueron esenciales en la vida intelectual de Waddington, quien comenzó a elaborar un edificio teórico para explicar el desarrollo embrionario, fenómeno que consideró como el más sorprendente de toda la naturaleza: “Embryos are about the most seductive objects in nature to the mind capable of wonder and curiosity” (Waddington, 1935). El término “epigenética” fue una de las más importantes invenciones teóricas de Conrad Waddington. Los razonamientos que justifican este nuevo concepto surgieron a raíz de viarios experimentos sobre la inducción en embriones. El concepto de inducción embrionaria proviene de los trabajos de Spemann y Mangold en anfibios, quienes observaron que al transplantar la región del blastóporo (conocida como organizador), se alteraba el desarrollo de las regiones circundantes del embrión receptor (Robertson, 1977). Waddington descubrió este fenómeno en aves, y postuló la existencia de un periodo de “competencia” correspondiente a una fase de susceptibilidad genética durante la cual las células embrionarias responden al inductor. Posteriormente, Waddington continuó sus estudios para dilucidar la naturaleza química del “evocador” mediante esfuerzos infructuosos que solo comenzaron a dar resultados en recientes décadas (Slack, 2005). Acorde con lo anterior, la epigenética fue propuesta para designar el análisis causal de los procesos de desarrollo, es decir, una “nueva ciencia” cuyo objetivo es el estudio de los mecanismos precisos por medio de los cuales el genotipo da origen al fenotipo. Esta concepción es heredera de la teoría clásica de la epigénesis (Morange, 2005) y de la “mecánica del desarrollo” defendida por los embriólogos alemanes (especialmente Roux). Además, aunque pareciera paradójico para sus opositores, la ontogenia intelectual de Waddington fue influenciada por el importante genetista T.H. Morgan, quien comenzó su carrera como embriólogo:


  “He [Morgan] firmly advocated the point… that the fundamental agents that bring about embryonic development are the genes, and the only finally satisfactory theory of embryology must be a theory of how the activity of genes is controlled” (Waddington, 1966, p. 18).


  Una de las concepciones más importantes de Waddington sobre la epigenética, perfectamente ejemplificada por el paisaje epigenético, es la interacción entre el organismo, los genes y el ambiente durante el desarrollo, de modo que el modelo permite representar las influencias ambientales en el desarrollo y la expresión génica, criticando así la comprensión unidireccional de la relación entre gen y producto de expresión. Sin embargo, Waddington nunca definió la epigenética de una sola forma sino que utilizó dicho concepto para oponerse a los intelectuales de la época, es decir, como reacción a las insuficiencias de la genética para explicar el desarrollo (Morange, 2002). Por ejemplo, muchos de los problemas que enfrentó la escuela francesa de la biología molecular (representada por André Lwoff, François Jacob y Jacques Monod) eran cuestiones epiegenéticas genuinas, las cuales fueron reducidas o explicadas por el modelo del Operón. Igualmente, los estudios en epigenética fueron posteriores y secundarios a la formulación de la noción de “programa genético” y a la enunciación del dogma central de la biología molecular (Morange, 2002).


  Este tipo de concepciones epigenetistas son vistas con aire de herejía por parte del neodarwinismo, principalmente porque evocan ideas lamarckianas (Vermuza, 2003). Pero esta no es la única razón por la cual Waddington es encasillado en el “neolamarckismo”; conceptos y experimentos como el de asimilación genética, considerado por Waddington como una forma de efecto Baldwin (es decir, compatible con una explicación darwiniana), y que rememoran “la herencia de los caracteres adquiridos”, han contribuido a esta imagen. No obstante, el reconocimiento de la existencia de mecanismos de herencia epigenéticos no debe entenderse como un retorno al lamarckismo; más bien, debe pensarse que la intención de Waddington y sus herederos intelectuales era la explicación del desarrollo y la búsqueda de sus causas como un problema básico de la biología, diferente al problema de la evolución de los organismos.


  El término epigenética, no obstante, tiene múltiples significados en la actualidad y comenzó a ser utilizado con mayor frecuencia a partir de la década de los años 90. La definición corriente de epigenética es “el estudio de cambios en la función génica heredables mitótica o meióticamente que no pueden ser explicados por cambios en la secuencia de ADN” (Russo et al., 1996), o simplemente el estudio de los mecanismos por medio de los cuales los genes ejercen sus efectos fenotípicos (King et al., 2006). Otro sentido para la epigenética, dominante en la actualidad, es el estudio de los procesos que regulan la actividad génica por medio de modificaciones postraduccionales, la metilación del ADN o cambios cromatínicos como las modificaciones de histonas (Morange, 2005). Las publicaciones más recientes sobre el tema han abordado la epigenética de una forma más completa, reconociendo su importancia práctica y teórica en biología, así como las similitudes entre la concepción de Waddington y las conceptualizaciones “divergentes”, como el reconocimiento de vías alternativas de desarrollo, la existencia de redes complejas en los procesos de desarrollo, la estabilidad y plasticidad fenotípicas, y la influencia del medio ambiente en los organismos a lo largo de su desarrollo (Jablonka y Lamb, 2002).


  EPIGENÉTICA COMO SÍNTESIS


  De las dos tradiciones biológicas más importantes que explican el desarrollo de los organismos (la epigénesis y el preformacionismo), Waddington realizó una síntesis equitativa con la cual trató de zanjar las diferencias; prueba de esto es la composición original del término: “epigenética” = “epigenesis + genética”. Esta es la llamada ecuación de Waddington (van Speybroeck, 2002) y, debido a que él asimiló la genética al preformacionismo, puede decirse que sintetizó el debate de los siglos XVII XX de la biología europea:


  “We know that a fertilized egg contains some preformed elements — namely, the genes and a certain number of different regions of cytoplasm — and we know that during development these interact in epigenetic processes to produce final adult characters and features that are not individually represented in the egg. We see, therefore, that both preformation and epigenesis are involved in embryonic development…” (Waddington, citado en van Speybroeck, 2002, p. 67).


  La virtud más grande de la síntesis de Waddington es su holismo: la epigenética busca explicar el desarrollo sin reducirlo al estudio de los genes (“genocentrismo”), pero al mismo tiempo considera la genética como el fundamento o el punto de partida para el estudio del desarrollo — quienes critican a Waddington dicen que desplaza la atención de lo genético a lo no genético. En las teorías y experimentos de Waddington la genética no jugó un papel menor, ni fue construida para ser refutada, sino que fue fundamental, pues por primera vez la embriología dependía de la genética y no de argumentos trascendentales. El descubrimiento de los genes homeóticos y su función en el desarrollo y segmentación embrionaria puede considerarse un paso adelante en el programa de la epigenética (el descubrimiento de nuevos genes esenciales que guían el desarrollo no constituyen un ejemplo de preformacionismo, puesto que dichos genes no determinan desarrollo, sino que lo hacen posible. Múltiples mecanismos epigenéticos, como las modificaciones de la cromatina, regulan la activación de los genes en cuestión).


  Una forma de ver esto es otra aproximación de Waddington para comprender el desarrollo, en la cual: “genotipo + epigenotipo = fenotipo” (van Speybroeck, 2002); esta es una forma resumida de comprender la producción de un fenotipo como el resultado de interacciones genéticas y epigenéticas durante el proceso de desarrollo. La distinción genotipofenotipo responde a la doctrina de la continuidad del plasma germinal de August Weismann, ideada para refutar cualquier asomo de lamarckismo. Según esta distinción, existe una transferencia inequitativa de la “sustancia hereditaria” de la línea germinal hacia las células somáticas, pero nunca en sentido inverso. La “invención” de un nivel intermedio entre los anteriores, el “epigenotipo” de Waddington, abre la posibilidad de una comunicación bidireccional entre el fenotipo y el genotipo. Es por esto que las teorías de Waddington evocan ideas lamarckianas, pero si se analiza la ecuación con atención, se puede ver que esta afirma únicamente que el fenotipo es el resultado no solo de interacciones genéticas sino también de otras llamadas epigenéticas; nunca se afirma que el genotipo se modifica por acción de estas interacciones.


  Es posible que la relativa poca importancia que se concedió a Waddington durante el periodo de la síntesis moderna o el neodarwinismo (que fue también su periodo de máxima producción intelectual), se deba a que, en sus concepciones evolutivas, él no consideró la selección natural como el factor omnipotente de cambio. Gould ha mencionado los posibles factores por los cuales Waddington nunca apareció como una figura importante en el darwinismo del siglo XX; el más importante de ellos es el endurecimiento de la síntesis moderna, es decir la restricción de la teoría evolutiva a la genética de poblaciones y el rechazo de argumentos antiadaptacionistas (Gould, 2002). Sin embargo, estas explicaciones alternas están reemergiendo bajo el nombre de biología evolutiva del desarrollo o evodevo. Otra faceta fundamental de la epigenética en Waddington fue la postura y relación de esta con otras disciplinas como la biología del desarrollo o la ecología. De vital importancia es establecer la diferencia de enfoques entre la biología del desarrollo y la epigenética: mientras la primera trata de establecer el acoplamiento entre las variaciones genotípicas y fenotípicas, de una forma más o menos lineal, la segunda intenta explicar por qué estos dos tipos de variaciones muchas veces no están acoplados (Jablonka y Lamb, 2002); la búsqueda de estas explicaciones implica la necesidad de utilizar aproximaciones desde la biología de sistemas, que permitan abordar estos problemas en los cuales la causalidad no es lineal. El paisaje epigenético es una de ellas y se presenta a continuación.


  ONTOGENIA DEL PAISAJE EPIGENÉTICO


  El paisaje epigenético fue una contribución completamente original para la biología del desarrollo, aunque la idea fue derivada del “fitness landscape” o paisaje de aptitud de Sewall Wright, el cual fue aplicado a la teoría de la evolución. Este es un espacio multidimensional en el cual la superficie con múltiples picos representa el espacio matemático de los genotipos posibles y la altura de cada pico representa la aptitud o fitness de los organismos. La imagen de Wright fue usada principalmente para argumentar que habría picos locales de aptitud, a partir de los cuales los organismos no podrían alcanzar fácilmente picos más altos, así que tendrían que transcurrir por caminos de menor aptitud, formando un “paisaje” con picos, laderas y valles.


  En el libro de Waddington de los años treinta, How Animals Develop?, el autor presentó un sugestivo dibujo (Fig. 1), que parece ser un precursor del paisaje epigenético: se trata de una fotografía de la estación de trenes Whitemoor Marshalling Yard en la cual aparece un puesto de control donde se estacionan vagones, los cuales son dirigidos por rieles diferentes, colina abajo. Se aprecian puntos de bifurcación, de forma que en el horizonte se ve una imagen como las ramas de un árbol o los valles de un paisaje. En esta época Waddington todavía no había formulado la noción del paisaje epigenético, pero en la descripción de la fotografía afirmó:


  “Think of a big railway sorting yard... You are looking an incline called the Hump. The wagons are pushed over the Hump and go running downhill and are sorted out by the systems of points into the various sidings. Now an embryo is in some ways analogous to a set of trucks sliding down the Hump. The first point, which you see just in front of the nearest two trucks in the picture, is the primary organization centre, and shunts of one set of trucks to the left, to become skin, and another set to the right, to become neural plate. The next set of points are the secondary organizers [...] and they again sort out the neural plate trucks into brain trucks and spinal cord trucks, and the skin trucks into lens and epidermis trucks. And so on through all the sets of points, representing all the organizers, till the final trains are made up in the sidings, or, as we may say, the final organs are developed from the embryo.”


  [image: ]


  En 1940, Waddington presentó por primera vez la propuesta del paisaje epigenético, con un dibujo que, como se ve, funciona de la misma forma que los vagones en la colina; en este caso, una esfera rueda por los valles del paisaje (Fig. 2).
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  FISIONOMÍA DEL PAISAJE: UNA METÁFORA DE LA EPIGENÉTICA


  El paisaje epigenético, formulado por Waddington en 1940 en su libro Organisers and genes, es un modelo visual o descripción de las propiedades de un sistema, en el cual aparecen las vías estables del desarrollo y los procesos de “toma de decisiones” durante el mismo (Slack, 2002), así como la intervención de complejos sistemas genéticos e interacciones reguladoras en la configuración de dichas vías de desarrollo (Jablonka y Lamb, 2005). El paisaje se compone de una superficie con pliegues, con unos valles más profundos que otros, separados por montañas. La esfera, localizada en la parte más alta y distante representa una célula o parte de un organismo (embrión) que debe recorrer el paisaje por un valle1hasta completar su desarrollo, de un estadio inmaduro a uno diferenciado (van Speybroeck, 2002). Cuando la esfera llega a una bifurcación se está representando un instante de toma de decisiones, en el cual hay dos posibilidades; pero debido a que siempre hay un valle más profundo, la esfera tiene la tendencia a rodar por él; se puede decir entonces que la esfera está “canalizada”. En palabras de Waddington:


  “One can make a mental picture of the situation by thinking of the development of a particular part of an egg as a ball running down a valley. It will, of course, tend to run down to the bottom of the valley, and if something temporarily pushes it up to one side, it will again have a tendency to run down to the bottom and finally finish up in its normal place. If one thinks of all the different parts of the egg, developing into wings, eyes, legs, and so on, one would have to represent the whole system by a series of different valleys, all starting out from the fertilized egg but gradually diverging and finishing up at a number of different adult organs. Such a mental picture has been called the “epigenetic landscape”.” (Waddington, 1966, p. 49).


  Por tanto, cada bifurcación corresponde a un “organizador”, que dirige el destino de cada región. Aunque siempre se habla de “el paisaje”, el modelo señala más bien que cada región de un embrión en desarrollo, representada por una esfera, tiene su propio paisaje epigenético, por lo cual el desarrollo de un organismo completo es un conjunto de paisajes.


  Pero, ¿qué determina la topografía del paisaje?. Para Waddington, el paisaje es un es pacio multidimensional enclavado en el metabolismo celular; así, en otra de sus ilus traciones, aparece la configuración del paisaje por debajo de su superficie, con las re laciones hipotéticas entre los genes anclados en la parte inferior, unidos a la superficie irregular del paisaje por medio de cuerdas, de forma que se establece una red. La redundancia de la red genética explica los efectos discretos de los genes que, de forma individual, no tienen la capacidad de alterar la topografía del paisaje2; Waddington reconoció (en The Strategy of the Genes) que no existe una relación simple entre un gen y su efecto fenotípico porque si la mutación de un gen altera o suprime la tensión de una cuerda, la magnitud o intensidad del cambio en el ondulamiento de la superficie depende de las interacciones con las otras cuerdas3. Esta noción difiere notablemente de la doctrina “un gen, un enzima”, de Beadle y Tatum, en la cual la relación entre genes y productos es lineal (van Speybroeck, 2002). Sin embargo, es posible que un conjunto de genes al mismo tiempo, o genes reguladores, acompañados o no de modificaciones ambientales (que actúan sobre la superficie del paisaje), puedan producir una alteración significativa de la topografía que cambie el destino de la esfera, es decir, de la célula en proceso de diferenciación (Slack, 2002). Waddington describió este tipo de interacciones entre el ambiente, el organismo en desarrollo y sus genes, con el término (ya usado en la época) de retroalimentación — feedback (Waddington, 1966). Por tanto, el paisaje es un modelo algorítmico y dicotómico que, además de las posibilidades de elección binaria, incorpora las variables que intervienen en la elección (cambios topográficos tanto ambientales como genéticos).


  El modelo explicativo del paisaje dicta que a partir de la masa indiferenciada del embrión, cada parte recorrerá un camino específico hasta convertirse en un órgano determinado, por ejemplo, un ojo o parte de éste. Waddington utilizó los términos histogénesis, organogénesis (o regionalización) y morfogenesis para distinguir, respectivamente, los procesos de diferenciación en tiempo, espacio y forma (Waddington, 1966; van Speybroeck, 2002); en la primera, de naturaleza química, se forman los tejidos (sustancia), en la segunda se diferencian los órganos, y en la tercera, para la que utilizó también el término “individuación”, se forman los tejidos en estructuras coherentes por la intervención de fuerzas mecánicas. Estas tres categorías de diferenciación embrionaria fueron propuestas por Waddington porque conllevan distintas formas de explicación, aunque ocurren simultáneamente y en conexión íntima. Según la naturaleza de estos procesos de diferenciación, es difícil intervenir una parte específica del embrión para que finalice en un destino intermedio, en términos de Waddington:


  “An organ or tissue is formed by a sequence of changes which can be called the “epigenetic path” leading to it. In a normal egg which contains the genes usually found in the wild individuals of the species, these paths are rather definitely distinct from one another, so that a developing mass of tissue turns either into a leg or into a wing, say, but it is difficult to persuade it to become something intermediate. And also each path is “canalized”, or protected by threshold reactions so that if the development is mildly disturbed it nevertheless tends to regulate back to the normal endresult”. (Citado en Robertson, 1977; p. 593).


  Waddington acuñó el término “homeorresis” (flujo estable) para designar este fenómeno en el cual hay estabilidad en el tiempo; si un sistema homeorrésico sufre una perturbación, es posible que retorne al camino inicial, pero no en el momento en el que ocurrió la perturbación sino en el que debería estar en el momento actual (van Speybroeck, 2002). En el análisis del desarrollo el concepto de homeostasis (de Bernard) debe reinterpretarse mediante la introducción de variables temporales; por ejemplo, el término homeorresis se usa de rutina en endocrinología para designar el proceso conocido como crecimiento de recuperación, que consiste en el recobro de la talla o tasa de crecimiento en pacientes que tenían talla baja, de forma que alcanzan su percentil (camino) inicial en la curva de crecimiento según la edad. Es decir, pacientes que habían sufrido una desviación de su recorrido normal, se recuperan y alcanzan un estado normal para la edad. El término alostasis se ha usado en el mismo sentido, como proceso adaptativo que mantiene la estabilidad a través del cambio (Lackie, 2007).


  “CANALIZACIÓN DEL DESARROLLO”


  El fenómeno mencionado en el pasaje anterior de llama desde entonces “canalización del desarrollo” y consiste en la propiedad que poseen los organismos para producir un fenotipo final estable o único a pesar de las perturbaciones ambientales y genéticas (Scharloo, 1991). Volviendo al paisaje, la esfera desciende por el canal más profundo; la forma de la superficie de los valles está determinada por las redes genéticas subyacentes y es muy estable frente a cambios mutacionales o ambientales, los cuales son amortiguados. Algunas observaciones influyeron en la génesis de esta explicación. Desde los tiempos de Darwin, era bien conocido que el fenotipo de los organismos salvajes era muy similar o estable entre distintos individuos, mientras que se encontraban mayores diferencias entre animales domésticos o individuos de cepas específicas de laboratorio cuya mutación se conocía, hecho aparentemente contraintuitivo. Esto llevó a Waddington a la siguiente explicación: el fenotipo se encuentra amortiguado o “canalizado” por la selección natural en las poblaciones naturales (Jablonka y Lamb, 2005). Como los organismos silvestres han vivido en el medio ambiente por generaciones, han sido “filtrados” por la selección natural de forma que los fenotipos inestables ya se han eliminado; por el contrario, en estado de domesticación las condiciones de selección se relajan preservando un mayor rango de variabilidad genética, que se manifiesta en fenotipos variables. Esta elaboración no solo muestra cómo el ambiente es determinante en el desarrollo organísmico, sino que soporta la idea según la cual la selección natural es fundamental para el mantenimiento de fenotipos estables.


  La “canalización del desarrollo” también se conoce y acepta en la biología evolutiva como “estabilidad del desarrollo”, “robustez biológica” o “robustez del desarrollo”. Este fenómeno debe existir por simple lógica: la operación efectiva de la selección natural requiere mecanismos que mantengan el desarrollo fiel o estable (FoxKeller, 2002), pues solo así los cambios genéticos se correlacionan con los fenotípicos y se hacen, por tanto, “visibles” para la selección natural. Esta se puede considerar como una propiedad emergente de los sistemas biológicos, y tiene una importancia inusitada en algunas situaciones que funcionan de forma opuesta: si un organismo mantiene un desarrollo estable, se pueden acumular variaciones genéticas de carácter neutro que permancen “ocultas” para la selección natural. Experimentos recientes de biología molecular, especialmente aquellos de Rutherford y Lindquist (1998), muestran que existen mecanismos del desarrollo que permiten amortiguar mutaciones. Por ejemplo, proteínas de choque térmico como la HSP90 ayudan al plegamiento normal de las proteínas, aun cuando aparecen mutaciones importantes que alteran la secuencia de aminoácidos. Cuando se reducen los niveles de HSP90 por medios genéticos o farmacológicos, aparecen variantes fenotípicas en las poblaciones, hecho que demuestra el papel de esta proteína en el amortigüamiento de los cambios genéticos y en el mantenimiento de un fenotipo final estable. Un análisis reciente de esta literatura sugiere que HSP90 es un factor genético importante en el control del amortiguamiento del desarrollo, pero se limita únicamente a algunos rasgos y es solo uno de varios mecanismos (Patterson y Klingenberg, 2007). Seguramente aparecerán muchos más ejemplos de amortiguadores del desarrollo en los próximos años. Por tanto, parece sensato afirmar que existe evidencia empírica y teórica (ver Siegal y Bergman, 2002) contemporánea, que soporta el concepto de “canalización del desarrollo” elaborado por Waddington. Sin embargo, él llegó a esta conclusión a partir de varios experimentos concernientes a la polémica “asimilación genética”, noción que le dio importancia en biología evolutiva al concepto de “canalización” (Scharloo, 1991).


  “ASIMILACIÓN GENÉTICA”


  Es la fijación genética de una reacción fenotípica a un estímulo ambiental. En esta noción de “asimilación genética”, los cambios fenotípicos, desencadenados por un factor ambiental, ocurren antes que los genotípicos, y son asimilados por estos últimos. Estas ideas fueron postuladas por Waddington a partir de sus experimentos con mutantes de Drosophila melanogaster. Aunque todos los experimentos realizados siguieron la misma metodología presentada inicialmente en 1942 (Waddington, 1942), expondré uno posterior (Waddington, 1959a). Se seleccionaron tres cepas de D. melanogaster y se dejaron crecer en un medio con concentraciones de cloruro de sodio lo suficientemente altas como para matar a más del 60 % de las larvas. Esta condición se mantuvo en aumento por 21 generaciones, ajustando siempre las concentraciones de sal para que la mortalidad se mantuviera en el 60 %. Después se dispusieron los huevos de las últimas larvas en concentraciones diferentes de sal y se compararon con las cepas originarias, al mismo tiempo que se medía el tamaño de la papila anal de las larvas, pues se pensaba que esta intervenía en la homeostasis de la sal. Como resultado, las larvas que habían sido objeto de selección artificial, tuvieron una tasa de supervivencia mayor que las de control a concentraciones altas de sal, al tiempo que presentaban papilas anales de mayor tamaño en todas las concentraciones. Además, los cambios fenotípicos fueron totalmente heredables una vez suspendidas las condiciones hipertónicas. Como conclusión, Waddington señaló que la selección artificial aumentó la adaptabilidad por medio de la asimilación genética, es decir, la modificación resultante de un cambio ambiental sostenido se había fijado genéticamente. De acuerdo con Robertson (1977), el fenómeno se puede conceptualizar como la capacidad de respuesta a estímulos externos por reacciones del desarrollo que están bajo control genético; en caso de cambios que aumenten la aptitud de los individuos, estos serán seleccionados, al igual que sus genes.


  Esta explicación se parece bastante a la “selección orgánica”, fenómeno más conocido como efecto Baldwin1. Waddington reconoció esta similitud y aceptó que la “asimilación” genética era una forma moderna del efecto Baldwin, a pesar de que en el momento en que realizó estos experimentos cruciales, él no conocía en detalle el trabajo de Baldwin (Robertson, 1977). Uno de los puntos claves de este fenómeno se relaciona con la canalización del desarrollo. Si, según este principio, el desarrollo de los rasgos es estable y resistente a las perturbaciones, entonces puede ocurrir gran cantidad de variaciones genéticas que no se expresan, pues están amortiguadas y son invisibles para la selección natural. Se produce por tanto un desacople genotipofenotipo, que se puede ejemplificar en el paisaje epigenético y puede ser el origen de la asimilación genética: cuando hay cambios ambientales, se producen reacciones o cambios del desarrollo que se mantienen y pueden permitir la fijación de los cambios genéticos acumulados (West-Eberhard, 2005). Paradójicamente, el enmascaramiento de estas mutaciones aumenta las posibilidades potenciales de cambio evolutivo. En términos de Waddington, lo que ocurre es que un cambio ambiental radical, por medio de mecanismos epigenéticos (que tienen lugar entre los genes y la superficie del paisaje) expone la variación genética oculta que ya estaba presente en la población original, al afectar grupos de genes que intervienen en el desarrollo del carácter en cuestión (para un análisis detallado, ver Jablonka y Lamb, 2005, p. 260-265).


  Durante este periodo de asimilación se genera un acoplamiento entre el genotipo que se está expresando y los rasgos fenotípicos nuevos y, si se mantienen las condiciones desencadenantes, la selección sexual (entre organismos con la variante), fija la combinación de alelos implicados en el desarrollo del rasgo, de forma que el estímulo inicial ya no es necesario ni suficiente. Lo que ocurre en este fenómeno no es la aparición de nuevas mutaciones ni de nuevos genes, ni el aumento de la tasa mutacional, sino un cambio en la expresión de un grupo de genes (previamente presente) que, en su conjunto, es capaz de producir el desarrollo de un nuevo rasgo coherente con el medio ambiente. Por tanto, el fenómeno aparentemente lamarckiano de la asimilación genética (de los caracteres adquiridos) es genuinamente darwiniano (Scharloo, 1991). No hay instrucción directa del medio ambiente, sino una mediación por un mecanismo epigenético. La aparición de un nuevo carácter por los mecanismos mencionados es fijada por la selección natural, de forma que ya no se necesita del estímulo ambiental inicial; en este sentido se puede considerar también el paisaje epigenético como un modelo gráfico del efecto Baldwin. Entonces, la asimilación genética implica un cambio de énfasis en cómo la evolución produce cambios adaptativos (Moczec, 2007).


  “CANALIZACIÓN” Y PLASTICIDAD: LAS DOS CARAS DE LA MONEDA


  Uno de los principales aportes del paisaje epigenético es la explicacíón gráfica de dos fenómenos fundamentales del desarrollo que tienen signo opuesto, pero también un factor en común; en ambos los cambios genotípicos están desacoplados de los fenotípicos: la estabilidad y la plasticidad del desarrollo (Jablonka y Lamb, 2002). La primera propiedad (i.e. homeorresis o canalización para Waddington) hace referencia a la resistencia de los organismos durante su crecimiento y desarrollo para llegar al mismo fin (fenotipo) o para mantener la funcionalidad contra las perturbaciones externas (influencias ambientales) o internas (mutaciones). Esta es una propiedad de sistemas complejos con capacidad evolutiva (Kitano, 2004). En el paisaje, como ya se mencionó, hay más posibilidades de que una célula tome el camino del valle más profundo y se requiere de muchas influencias genéticas (mutaciones) y/o ambientales para modificar el camino del desarrollo, pues este se encuentra canalizado. Del mismo modo, la plasticidad del desarrollo encuentra su lugar en el paisaje, pero con el signo opuesto a la estabilidad, pues es posible que la configuración del paisaje cambie y la esfera tome un camino diferente al inicial, como ejemplifican Jablonka y Lamb (2005, p. 263). Para resaltar la dependencia de los procesos de estabilidad y plasticidad de las influencias genéticas, cito este aparte de Waddington (1959b), ya cerca del final de su obra:


  “In multicellular organisms the development of tissues and organs commonly exhibits a balance between flexibility and inflexibility; while a sufficient external stress will cause development to diverge and reach some unusual endresult, there are counteracting tendencies to attain the normal adult condition even in the face of disturbing influences. This condition, which has been referred to as the ‘canalization of development’, must be regarded as a result of the complex interactions between the numerous genecontrolled processes by which development is brought about”.


  En síntesis, si el desarrollo está canalizado, se encuentra, en parte, desacoplado de los genes. Y cualquier cambio en el desenlace del desarrollo (plasticidad) sería también indiferente a los genes. Por esta misma razón, es factible la producción de cambios genéticos crípticos; pero cuando una nueva situación genera un cambio fenotípico que se correlaciona con las variaciones genéticas previas, vuelve a existir acoplamiento entre el fenotipo y el genotipo: es lo que ocurre en la asimilación genética.


  EL CONCEPTO DE COMPETENCIA


  Un concepto también esencial en Waddington es el de competencia, que hace referencia al periodo de tiempo en el cual las células del embrión responden al inductor y que corresponde aproximadamente a la gastrulación. Aquí de nuevo, se presenta el fenómeno de inestabilidad en el cual una pequeña perturbación puede desviar el camino del desarrollo (Kitano, 2004). En general, el concepto se aplica muy bien a todos los fenómenos de diferenciación, por ejemplo, la diferenciación a partir de células madre o la producción de clones celulares para la producción de anticuerpos. La idea de competencia, fundamental para el desarrollo del paisaje epigenético (Gilbert, 1991), surgió de experimentos sobre el inductor del tejido neural, en los cuales Waddington concluyó que el factor “neuralizante” ya estaba presente en ciertas células y que simplemente era activado por las sustancias inductoras. A partir de esta conclusión, Waddington se enfocó en el estudio de las células susceptibles o competentes en lugar de las células inductoras (Gilbert, 1991). Así, las células competentes se encontrarían canalizadas, pues solo se requería un pequeño “empujón” del inductor neural para desencadenar su desarrollo. Nada alejado de la realidad (Slack, 2005).


  TERMODINÁMICA


  El paisaje epigenético puede comprenderse también en términos termodinámicos. Cada bifurcación de un valle es un nuevo punto crítico de inestabilidad a partir del cual es posible acceder a un nuevo estado (Prigogine y Stengers, 1997; Andrade, 2003); en estos puntos de inestabilidad, una perturbación infinitesimal es suficiente para orientar el sistema hacia un nuevo estado de atractor. A medida que el sistema recorre el diagrama de bifurcaciones (paisaje epigenético) de forma algorítmica, en una sucesión de inestabilidades y fluctuaciones, está produciendo su propia historia evolutiva o proceso de desarrollo. El proceso es irreversible y, con cada bifurcación, el sistema pasa a un estado de mayor diferenciación, es decir, a un estado energéticamente más estable. La inestabilidad parece ser el único mecanismo capaz de romper la simetría de un entorno inicialmente homogéneo (Prigogine y Stengers, 1997). Se puede sugerir una correlación entre estos procesos de inestabilidad y los de plasticidad. En su libro Organisers and Genes, Waddington habla de fenómenos que llama “crisis epigenéticas”, los cuales corresponden a periodos de gran inestabilidad en el desarrollo. Estas crisis ocurren en ciertos momentos de mayor inestabilidad de la usual durante la organogénesis, de forma que pequeños disturbios en esos momentos precisos son capaces de producir grandes efectos en eventos posteriores (Robertson, 1977).


  CONCLUSIÓN


  Puede afirmarse que la descripción del paisaje epigenético es en realidad una metáfora de un sistema dinámico, tema que permeó toda la obra de Waddington; él siempre consideró a los embriones y a los organismos como sistemas (Waddington, 1959b) y conceptualizó la evolución de los organismos como evolución de sistemas de desarrollo (Robertson, 1977). Otras preguntas fueron planteadas por Waddington en referencia al modelo del paisaje. ¿Cómo entran las diferentes partes de un embrión en los diferentes valles? o, ¿una vez que una parte del embrión ha viajado por un valle, puede devolverse?, ¿son reversibles los cambios del desarrollo? (Waddington, 1966). Ni estas cuestiones, ni las tratadas en el presente artículo tienen una respuesta clara, pues el problema del desarrollo es una de las grandes cuestiones de la biología pasada y presente. Sin embargo, la epigenética y el modelo del paisaje epigenético fueron contribuciones originales que permitieron una concepción más holista de las cuestiones mencionadas. Desde Waddington se sabe que la morfogénesis, la organización y complejización direccionales del organismo hacen necesario considerarlo como un todo; la ontogenia es un proceso emergente y el comportamiento global del organismo no puede explicarse por la lógica de las partes, ni la de los genes exclusivamente. Este constituye uno de los errores lógicos fundamentales del preformacionismo y uno de los principales argumentos en su contra. Para cerrar con palabras del gran biólogo:


  “a new level of organisation cannot be accounted for in terms of the properties of its elementary units as they behave in isolation, but is accounted for if we add to these certain other properties which the units only exhibit when in combination with one another.” (Waddington, citado en van Speybroeck, 2002, p.71).
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  ABSTRACT


  Bioprospecting has been on the agenda for discussion by the government, the academic community, businesses and other pertinent actors for many years now; it is an integral topic representing a potential approach to exploit biodiversity to the fullest. This document presents some definitions of what bioprospecting is (some restrictive, others with a broader perspective, depending on different approaches, actors, target markets and countries) in the context of a mechanism for development and cooperation concerning the construction of capacities, advantages and disadvantages. It was found that bioprospecting in Colombia has been developing from a broad perspective (systematic study of biological-genetic resources, transformation into a product which has led to strengthening some value chains, small- and/or large-scale marketing and some advances in intellectual property rights and the distribution of benefits) in order to provide greater benefits for the nation.
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  RESUMEN


  La bioprospección ha sido durante varios años tema de discusión por los gobiernos, la comunidad académica, las empresas, y otros actores que se integran en el proceso, como potencial de acercamiento y uso de la diversidad biológica. A través del presente documento se presentan algunas definiciones de lo que es la bioprospección (algunas restrictivas otras de perspectiva amplia, dependientes de diferentes aproximaciones, actores, blanco de mercado, contexto del país, entre otros), la bioprospección como mecanismo de desarrollo y cooperación para la construcción de capacidades, ventajas y desventajas. Se encuentra que en Colombia se ha venido desarrollando bioprospección desde la perspectiva amplia (estudio sistemático del recurso biológico-genético, transformación en un producto lo que ha permitido el fortalecimiento de algunas cadenas de valor, comercialización a pequeña o gran escala y algunos avances en temas de propiedad intelectual y distribución de beneficios) lo cual puede brindar mayores beneficios para la nación.


  Palabras clave: capacidades técnicas, prospección de la diversidad biológica.


  Colombia has a lot of biodiversity, being one of the ten megadiverse countries of the world; and possesses diversity in the terrestrial and marine ecosystems and a unique geostrategic position, with transport routes to the markets of Latin America, the United States, the Caribbean, Europe, China, Japan, and India, among others. The diversity of the biological and genetic resources of Colombia has competitive advantages at the national and international levels. The Convention on Biological Diversity CBD (which came into force in December of 1993, approved by Law 165 of 1994) set the following objectives: a) conservation of biological diversity; b) sustainable use of its components, and c) fair and equitable sharing of benefits arising from its use.


  The national biodiversity policy requires action such as education, public participation, legislative and institutional development, and economic valuation, among others. In accordance with the commitments undertaken by signing the CBD, the member countries of the Cartagena Agreement or Andean Pact, adopted a legal regime for access to genetic resources, Decision 391 of 1996. It is worth noting that the indigenous, black and farming communities living in close dependence with biological and genetic resources have contributed to their preservation and should share in the benefits derived from their economic and social development (Melgarejo et al., 2002a; Melgarejo et al., 2002b). In 2010, the Nagoya Protocol on access to genetic resources and the fair and equitable sharing of benefits arising from the use of biodiversity was adopted. The Protocol promotes the third objective of the Convention, creating legal elements for both providers and users of genetic resources (Secretaría del Convenio sobre la Diversidad Biológica, 2011). Strategies have been developed to access, understand and use biologicalgenetic resources. Humans, throughout history, have sought to understand the resources in their environment and use or apply them for food, health, and cosmetics, among others; developing industries such as those for food, pharmaceuticals, medical botany, crop protection, etc. These developments involve bioprospecting.


  There are various definitions of bioprospecting, depending on the different approaches (researchers, communities, businesses, governments), the country and its context, the market, and the level of technological development (technology leading countries vs. nontechnology leading ones that are rich in biodiversity) (Melgarejo, 2003; Duarte et al., 2006; Duarte and Velho, 2008; Duarte and Velho, 2009). Some are restrictive to activities such as systematically searching for genes, chemical compounds, proteins and other metabolites that may have potential economic value; others have a broad perspective and include traditional knowledge, the systematic search for and characterization of biologicalgenetic resources (genes, primary and secondary metabolites); to determine and evaluate the biological action of the active elements, to develop products, to market them, and to protect them with intellectual property rights and the participation of actors at different stages of the process, among others. Some definitions are mentioned by Melgarejo et al., 2002a and Melgarejo et al., 2002b, others are presented below:


  – Searching for information in biological species for later use in the production processes of various sectors. An example of which is the information contained in the genetic material of all living beings (genetic prospecting), in the chemical compounds they produce (chemical prospecting) or in traditional knowledge (Alatorre, 1995).


  – A way to compensate countries for the use of their genetic resources which have natural components by mainly the chemical and pharmaceutical industries (Brush, 1999).


  – A process that involves three stages: understanding and characterizing the biologicalgenetic resources, converting it into a product (for use in medicine, food, agriculture or other) and marketing it (Melgarejo, 2003).


  – An activity of nature exploration, nondestructive, which, through scientific research, aims to obtain useful information derived from the collection of small quantities of biological material for application in medicine, agriculture and industry (Setzer et al., 2003).


  – The systematic search of genes, chemical compounds, proteins and other products that have an actual or potential economic value and are the components of biological diversity, to gain a potential for product development (Castree, 2003).


  – A process that involves four steps: sample collection; isolation, characterization and culture; screening for pharmaceutical activity; development of product, patenting, trials, sales and marketing (JabourGreen and Nicol, 2003).


  – The characterization of biological material in its various components, along with a projection to protect the interests of intellectual property and develop a marketing process for new products which may include modifying the chemical structure to increase efficiency (Bull, 2004).


  – The systematic search for the development of new biological sources which may have commercial value, including all organisms, genes, chemicals, extracts, and other products of nature; and the sustainable use of biological resources through biotechnology and scientific and socioeconomic development of source countries and local communities (Quesada, 2007).


  Duarte and Velho (2008) reported that in bioprospecting, “an interaction can occur between different types of knowledge, especially traditional knowledge held by indigenous and local communities in countries rich in biodiversity and scientific or technological knowledge of academic and research sectors that operate on their own or at the service of transforming companies, primarily those of pharmaceutical and agroinput industries of technology leading countries. This confluence is characterized by divergent motivations and interests between actors with very different powers, resulting in the need to have regulatory frameworks that help regulate this interaction” (p. 104 105).


  Colombia, through Conpes de Biotecnología 3697 of June 2011, framed the term bioprospecting with a restrictive perspective as the “systematic exploration and sustainability of biodiversity to identify and secure new sources of chemical compounds, genes, proteins, microorganisms and other products that have potential to be commercially exploited”. However, Colombia should not focus only on restrictive activities, but, given the global evolution of the definition of bioprospecting from different actors and interests, and the trend of the country to promote bioprospecting, in the Colombian context, bioprospecting should be carried out with a broad perspective to strengthen processes involving scientific, political, politicoeconomic and socioenvironmentalethical spheres as an alternative for Colombian social welfare. It is of utmost importance to include communities for regional development which is vital for growth with equity, participation of the various actors in the monetary and nonmonetary benefits, consolidation of value chains, that could boost the domestic industry and generate employment through the development and strengthening of sectors such as agribusiness (natural products, bioproducts, enzymology), cosmetics, pharmaceuticals and medical botany or others that, though prior country and conditions market research, show profitability; with projected or determined plans for manufacturing, mass production and marketing of the product; the calculated added economic value, the calculated potential royalties and the distribution of benefits to different stakeholders including communities; the protection under intellectual property rights of the characterized components, the obtained products, the new developments or other substances obtained from the basic metabolites or components derived from the biologicalgenetic resource base; among other elements that can be added with public policy, participatory action of the bioprospecting actors, and interdisciplinary and multidisciplinary analysis; thereby creating bargaining power with technology leading countries.


  It is considered as potentially harmful for the country to establish a national bioprospecting company engaged only in activities stated by the restrictive definition of Conpes 3697 of June 2011 without compulsory generation of value added products, that could be used and/or marketed in various regions of the country or abroad, technology transfer and other benefits for the nation that have been mentioned above when working with a broad perspective. Additionally, it is necessary to note that in other countries where bioprospecting has been done with a restrictive view, the monetary and nonmonetary benefits that were expected have not been generated, and that Colombia confers some resources in concessions which could lead to the detriment of the property of the nation and the communities in general.


  Duarte et al.(2006), in a review of Bioprospecting as a cooperation mechanism for endogenous capacity building in science and technology and analysis of the capabilities of Colombia to advance bioprospecting processes, reported that the main motivations and interests of biodiversityrich countries are: 1) The possibility of the participating research groups and the domestic product involved in the process gaining worldwide recognition, 2) Strengthening research infrastructure (equipment, laboratories), 3) The potential for human resource training, 4) Strengthening negotiating skills; 5) Access to knowledge, specialized software and complementary techniques, through technology transfer processes; 6) In the case of achieving product marketing , economic benefits are expected through the payment of royalties; 7) The ability to generate new employment opportunities through the commercialization of products resulting from the process. While the principal motivations of the leading countries in technology are related to: 1) Increased sales of value added products, 2) The diversification of raw materials, which will supply the company with a competitive advantage, 3) Access to different and suitable agroecosystems of the tropic zones; 4) The possibility of intellectual property rights for the obtained products. The authors mention that the majority of motivations of countries rich in biodiversity are related to access and strengthening different kinds of knowledge and skills; while the motivations of the leading countries in technology are commercial. The authors consider bioprospecting as a formal cooperation mechanism among leading countries in technology and technology dependent countries rich in biodiversity with the objective of strengthening national endogenous capacities in science and technology (p. 5-6). However, Duarte et al.(2006) concluded that after more than a decade with the CBD, it has yet to produce the expected economic benefits for biodiversityrich countries to strengthen their capacities in science and technology. This is likely due to the limited capacity of negotiation by diversity rich countries because, in many of these countries, the priority for researchers is to form alliances with international technology leaders and joint publications in recognized journals, rather than the development of products that could be protected by patents and lead to monetary profit.


  Literature reports indicate that the current scientific and technological capacity of Colombia to address bioprospecting processes is represented by several research groups, which means that this capacity must be strengthened (Melgarejo et al., 2002a; Duarte et al., 2006), both regionally and nationally, with a strategy of specific measures of science and technology policy. Up to 2002, there were mainly collections, taxonomic studies for biodiversity inventories and chemical characterizations of some molecules; afterwards, as part of the advances in bioprospecting, these activities continued, but with the determination of biological activities without taking into account their commercial potential. Today, in addition to determining the biological activities, the potential has to be seen in order to be exploited commercially and produce some products on a pilot scale, but aspects of intellectual property have barely been touched. Several groups have developed capabilities mainly in genomics and bioinformatics, followed by metabolomics, transcriptomics and some for proteomics; furthermore, some capabilities in product development with potential for different industries have been observed.


  In this vein, funding has been given by centers of excellence: 1) in 2004, “Comprehensive study of promising tropical aromatic and medicinal species for the development of competitive and sustainable agribusiness essences, extracts and natural derivatives in Colombia” by the Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrialización de Especies Vegetales Aromáticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM. 2) in 2007, “Formation of a metagenomic and bioinformatic platform for characterization and utilization of genetic resources of extreme environments”, by the Centro Colombiano de Genómica y Bioinformática de Ambientes Extremos, GeBiX. Similarly, funding for knowledge networks has been generated, in 2012: 1) Bioprospecting and development of natural ingredients for cosmetic, pharmaceutical and hygiene products, based on Colombian biodiversity. 2) Red Nacional para la Bioprospección de Frutas Tropicales RIFRUTBIO, where partnerships are made primarily for national groups and also international groups.


  Caraballo (2010) conducted an assessment of the benefits of bioprospecting activities undertaken by centers of excellence and a research institute, concluding that: 1) none of the cases included indigenous, local, or black communities, 2) the need to establish more partnerships to develop bioprospecting activities and generate greater benefits is notable, 3) benefits are mainly nonmonetary (human resource training, infrastructure and strengthening technology platforms), social benefits are at still very limited. This indicates that, although bioprospecting is an alternative for growth and development for the country; the government, the decision makers in science and technology policies, the different sectors of society, the centers of excellence, the research centers, the universities and the knowledge networks, among others, must advance participatory technology development mechanisms directed towards sectors of society that are not favored.


  Although bioprospecting can be a high risk investment, since not necessarily everything produced by bioprospecting will succeed in the market (sometimes after five, ten or 20 years, only 1 % is successful), it is quite possible that if there is success, there will be a return of the investment to the country’s economic benefit. In the short and medium term, nonmonetary benefits are obtained, such as the strengthening of the science and technology of the country (technical, scientific, infrastructure, knowledge networks, strengthening of production or value chains, partnerships between national and regional research groups, alliances with international groups, human resources training, regional strengthening, education systems focused on science, engineering and social studies, expertise in mechanisms of intellectual property law, negotiation skills, etc.).


  In regards to research and use of biodiversity in Andean Community countries, Roca (2004) reported that plant, animal and microorganism bioprospecting is being impacted by modern biotechnology and chemistry in the search for new sources of components for the development of more effective biopharmaceuticals (e.g., second generation vaccines: attenuated viruses, and third generation vaccines: viral proteins), for the production of proteins of therapeutic interest (insulin, interferons, etc.), for developing cosmetics, for the production of more effective methods in the diagnosis of diseases for better productivity and management of agricultural crops and finally for the use of genomic information in the implementation of individualized molecular medicine. Furthermore, the author indicated that bioprospecting is the meeting point between biotechnology and biodiversity, and so constitutes the principal focus of action of modern biotechnology (Roca, 2004).


  In Colombia, to advance bioprospecting activities, teamwork is needed that takes into account the participatory elements of public policy from all sectors of society. Since the government is vital to making an adequate legal regulatory framework (intellectual property rights, access to biologicalgenetic resources, bargaining power), economic (economic valuation, negotiation skills), social (involving communities, fair and equitable sharing of benefits derived from biodiversity, associativity), environmental (ecosystem conservation, costbenefit), and educational (educational system geared for the sciences and engineering, attracting people with initiative, creativity and innovation, and support to integrate research centers, Colombian companies, and universities; continuous human resources training).


  The biodiversity of Colombia has been in the crosshairs; Duarte and Velho (2008) reported that some foreign companies sought to take advantage of the regulations issued early in 1997, in order to try to obtain the relevant permits for advance bioprospecting practices throughout Colombia, offering in return, some nonmonetary incentives represented by equipped laboratories, shared publications and training of technical personnel in Colombia, which did not correspond to the potential value of the biodiversity to which they would have had access.


  Restrictions for collecting permits, research permits and access to genetic resources have impeded Colombian bioprospecting contracts with foreign companies, and even for Colombian researchers. However, although the restrictions on access to biologicalgenetic resources have created disadvantages for the country, at the same time, they have enabled Colombian groups to be the ones who study the biodiversity and prospects, thus creating technical capabilities and advantages for future negotiations with technology leading countries. By the same token, it does not serve the national interest to change the restrictive regime of Decision 391 of 1996 for one widely permissive and governed by freedom of contracts and private autonomy, making the biological resources the sovereign property of the States (CBD), which must be placed at the service of the country.


  Internationally, bioprospecting is primarily related to secondary metabolites at all organismic levels (plants, animals, microorganisms) and ecosystems (marine and terrestrial), due to the economic impact generated by the pharmaceutical industry, but also involves the characterization of genomes and biological components for different bioprospecting industries, using omic tools (genomics, transcriptomics, metabolomics, proteomics, etc.), the integration of human resources in science and engineering for such studies, the use of biotechnology and technology for required research processes, product development and marketing, and the contribution of capital by companies. The literature has documented some international bioprospecting models (Carrizosa, 2002) as a benchmark for Colombia. Carrizosa (2002) conducted an analysis and concluded that bioprospecting projects are not sharing the benefits derived from biodiversity fairly and equitably. Also, the objectives of conservation and sustainable use of biodiversity of these projects are not very significant. In the analysis of the models of the University of Lausanne (Switzerland) in Zimbabwe, CGIB of Chile, Argentina and Mexico, GCIB Suriname, the author stated that the actors in the biodiversityrich countries are not treated as true bioprospecting partners by industrialized countries or leaders in technology, and the bioprospecting activities taking place in countries rich in biodiversity are limited to ensure that there is a constant source of samples, whil e activities that add value to the product and provide a significant capital investment in research are performed in leading biotech countries which would not be beneficial to countries like Colombia because they have no chance of developing a strong technology platform or negotiation skills, among others.


  In regards to the Project of the National Institute of Cancer in Sarawak (Malaysia) and INBio and multinational pharmaceutical and biotechnology companies in Costa Rica, it was stated that “part of the capital investment and construction of local capacity can take place in biodiversityrich countries if they have the appropriate financial incentives to establish strategic alliances with bioprospectors. INBio is a classic example of how an organization can gain relatively important benefits for the conservation of biodiversity, without the need to enlist the help of laws regulating access to genetic resources. In countries with laws regulating access to genetic resources such as the Philippines, it is seen that investment in constructing local capacity is available through partnership contracts. This model symbolizes the sovereignty that the Philippine access laws give biodiversityrich countries and the opportunity to lead these negotiation processes and the fair and equitable sharing of benefits at the local perspective. However, the reality is, that despite local initiatives for capacity construction that may have been inspired by organizations like the INBio and promoted by laws regulating access to genetic resources, in any model of bioprospecting executed so far in biodiversityrich countries, the most significant capital investment and marketing of products has been carried out in the laboratories of industries located in countries that are technology leaders (Carrizosa, 2002).


  Given the above, and although there are advantages and disadvantages, it is important for Colombia to continue working on building local capacity in relation to intellectual property and the development of trading strategies to produce “close the gap” technology that still separates countries that are rich in biodiversity from technology leading countries.


  To build and strengthen local capacity in Colombia, it is necessary to make a current and motivated review for change, with the aim of making suggestions for the advancement and development of the country. Considering the submissions made by a group of international researchers who participated in the first meeting of bioprospecting for the development of the Colombian agricultural sector, coordinated by Corpoica, held between 15 and 16 December of 2011 in Corpoica TibaitatáColombia. The author suggests that there are several elements that could be considered for implementing or strengthening sectors such as agriculture, health and environment. Since the process of bioprospecting involves various aspects (educationalsocialeconomicpoliticalenvironmentalethical), the possibility of carrying out this process depends on politicalgovernmental decisions, organization, financing, and the active participation of a large number of citizens (not just experts) who represent actors, with multi and interdisciplinary approaches to the construction of guidelines and implementation of different activities. Among the elements, there are: 1) Establish socially relevant programs with defined goals, emphasizing and rewarding innovation; not pushing for publication fees is often counterproductive if innovation and patents are desired; maintaining the interface between research institutions, the intellectual property legal authorities, entrepreneurs and investors, businesses, and government regulations, educators and business schools, and communities in the regions; with focus on one goal and commitment of all stakeholders, identifying capabilities and uniqueness of projects, products and people; additionally, be realistic and carry out activities with the available budget and time, and have commitment to the short, medium and long term returns on investment and improve competitiveness in global markets. 2) Conduct national projects that include these issues while promoting a culture of innovation, more Research and Development, funding by companies or the state, use of research results for different industries, strengthening of technology transfer from academia to industry and promoting collaboration between different sectors by encouraging cooperation and national industrial participation. 3) Organized and systematic studies using classic and current techniques and basic and applied sciences, which can be used to obtain a great number of useful results for different industries and therefore business opportunities, which must have a technology platform with national and international cooperation for various analyzes. The scope may be large initially and then taper in the viability and function of detection assays. 4) Development and improvement of products. In universities and research centers, there should be an office of technology transfer which takes inventory of developed innovations, taking into account issues of intellectual property (patents, etc.) and contacts with industry for marketing, thus, creating part of the investment return. 5) Development of national infrastructure and economic development for sustainability and minimal impact on the environment, with governance to attract foreign investment, promotion of entrepreneurship and business creation, investment in education and manufacturing better technology. 6) Recognition of a shortterm product, product implementation in small and medium industries, integration with a value chain (see the value, create the value and deliver the value to the product); with focus on the commercial potential and not just research, and business development with an international projection. 7) Development with the networking methodology. Network of infrastructure and knowledge with academic agreements with national and international universities and research centers; network of trade agreements with several national and international companies, network of development capabilities depending on the stage of bioprospecting carried out in collaboration with companies, universities or research centers for technology transfer. Networking and interdisciplinarity between the knowledgeable sectors is necessary in order to reduce the time and costs in product development and marketing and forms of protection of intellectual property rights; additionally allow analysis of natural sources with new technologies to increase the potential for commercial use. 8) Sound legal framework and the decision by the country on the issue of access to genetic resources, which are key to negotiation (nondisclosure agreements, research collaboration agreements and other legal documents containing aspects of intellectual property rights and distribution of benefits, including the communities of origin of the biologicalgenetic resource and the numbers of patents, trademarks, licenses, etc.), are also vital. The factors of success are related to the networking capabilities and a sound legal structure; however, marketing natural products in a competitive manner is the main risk.


  Regarding agricultural bioprospecting in Colombia, it was found to be one of the most developed sectors in the country (Database of GrupLACColciencias), similar to that reported by Chaparro and Vanegas (2010) in the Research on biological and genetic resources in the country : agriculture research centers, in which it is stated that a high percentage of research involving access to genetic resources, is intended to advance the agricultural and livestock production sector, and have developed technical capabilities and processes related to biotechnology. Currently, there is information and literature reports in scientific papers and books, all related to a stage of bioprospecting, made by various entities in partnership with the productive sector, generating products that have economic returns, i.e., value added to the biologicalgenetic resource, primary products and byproducts, and they have been successful bringing products to market. There are several examples of suitable cultivated species, both introduced and from our diversity (coffee, cacao, fruit, aromatics), however, there are some weaknesses that are in the process, namely: lack of integrated knowledge of the raw material or the biologicalgenetic organism; insufficient high quality raw material that supplements the bioprospecting process at different stages, lack of developed agribusiness and logistic deficits in marketing and quality control of products, realization of fair and equitable benefits, and quantification of the economic value achieved by the development.


  Colombia has some experience and technical expertise in different sectors of agriculture, livestock, health and environment; for their development, it is necessary to continue to implement programs and projects in each of the sectors which can be defined after consultation processes. For example, in the agricultural sector, for greater success, it is better to research and development products (with short, medium and long term results for different bioprospecting industries) from a few crops and then to, after the experience, replicate the model to other crops or products. It is advisable to use cacao, fruit (banana, cape gooseberry, passion flowers), coffee or any other crop that has wide acceptance and an assured market presence, nationally and internationally, for at least ten years; which requires research and continual innovation to remain competitive. Another example is the development of the industries of natural products and enzymes derived from plants, microorganisms or animals. It is recommended that sectors and a few species be prioritized, where various academic entities, the productive sector, community and government can advance to obtain added value from biologicalgenetic resources that we possess.
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  RESUMEN


  El microbioma constituye el conjunto de microorganismos asociados a un hospedero principal. El superorganismo o holobionte humano está constituido por el hospedero y su microbioma que han coevolucionado desde los primeros días de la existencia de la especie humana. La modificación del microbioma, sumado a los cambios en los hábitos sociales y alimentarios del ser humano a lo largo de su historia biológica ha llevado a la emergencia de numerosas enfermedades. En contraste con la visión darwiniana de la naturaleza de egoísmo y competencia, nuevos enfoques holísticos has surgido. Con esta visión, la reconstitución del microbioma surge como una terapia fundamental ante la emergencia de enfermedades causadas por la continua pérdida del mismo.
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  ABSTRACT


  The human microbiome is an integral part of the superorganism together with their host and they have co-evolved since the early days of the existence of the human species. The modification of the microbiome as a result changes in food and social habits of human beings throughout their life history has led to the emergence of many diseases. In contrast with the darwinian view of nature of selfishness and competence, new holistic approaches are rising. Under these views, the reconstitution of the microbiome comes out as a fundamental therapy for emerging diseases related to biome depletion.


  Keywords: biome depletion, evolution, holobiont, microbiome.

  


  INTRODUCCIÓN


  En términos de tiempos geológicos, la aparición del hombre es muy reciente, y más aún su establecimiento en ciudades cada vez más pobladas. En los últimos siglos ocurrió un continuo proceso de industrialización que se extiende hasta nuestros días, acompañado de numerosos progresos tecnológicos que conllevan cambios en el comportamiento y la vida social de los hombres. Entre esas modificaciones se destacan los cambios en las características de los alimentos y en los hábitos alimentarios. Además, ocurrió la transición de la vida nómade a la sedentaria y el establecimiento en ciudades cada vez más pobladas. Estos cambios de las estructuras sociales a lo largo del tiempo tienen implicaciones biológicas. Actualmente, los conceptos de sano y normal son muy diferentes a lo que se entiende para aquel primate que fuimos, dado que nuestro cuerpo opera fuera de los indicadores fisiológicos que lo constituyeron y estructuraron a los largo de miles de años. Por ejemplo, nuestro valor normal de 90 mg/dl promedio de glucosa en sangre es diferente al 50 mg/dl de nuestros parientes más cercanos (Behncke, 2004). Sumado a los cambios en la dieta a lo largo del tiempo, debemos agregar que la industrialización trajo consigo la proliferación de numerosos alimentos bastante diferentes a nuestra dieta primitiva. La dieta principal de un primate silvestre, por ejemplo, es baja en calorías pero de óptima nutrición (frutas y verduras, principalmente). En el caso del ser humano esta dieta se ha ido modificando sustancialmente. La producción de alimentos a gran escala, el control tecnológico, la producción de alimentos cada vez más artificiales, el incremento del consumo de alimentos altos en azúcares, grasas y sodio, constituye lo que se llama generalmente “una dieta occidental” y que se encuentra relacionada a la modificación del microbioma y a diversos efectos sobre la salud (Behncke, 2004; Turnbaugh et al., 2006; Musso et al., 2010). En años recientes la comunidad científica ha comenzado a comprender la verdadera dimensión evolutiva, estructural y funcional de los microorganismos asociados a un hospedero primario, en particular, el hombre. Los cambios anteriormente mencionados influyeron e influyen continuamente en el ecosistema microbiano asociado al ser humano y su impacto en la salud y la emergencia de ciertas enfermedades es motivo de investigación y debate.


  LA IMPORTANCIA DEL MICROBIOMA


  El cuerpo humano es el resultado de la integración de su estructura definida en su genoma y de la convivencia con millones de microorganismos a lo largo de miles de años de su historia evolutiva. Estos microorganismos asociados, constituyen el microbioma humano (Lederberg y McCray, 2001). Si bien el concepto de microbioma surgió definiendo al genoma colectivo de los microbios asociados a un hospedero (microbiota), este término puede extenderse como sinónimo de la microbiota porque “bioma” se refiere a los “ecosistemas” en ecología (Lederberg y McCray, 2001; Domínguez Bello y Blaser, 2008).


  El organismo humano es, entonces, una red compleja que presenta diez células microbianas para cada célula humana. Particularmente, el microbioma intestinal constituye una comunidad taxonómicamente compleja y ecológicamente dinámica e influye en el desarrollo, la maduración y la regulación, la estimulación y la supresión del sistema inmune (Mazmanian et al., 2005; Smits et al., 2005; Hattori y Taylor, 2009; Mai y Draganov, 2009; Kau et al., 2011; Ohnmacht et al., 2011). Del conjunto de microorganismos, se destacan cuatro phyla bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria (Ley et al., 2008; Manichanh et al., 2011; Marchesi, 2011), además de microorganismos eucarióticos como Sacharomyces, Pentatrichomonas y Entamoeba (Wegener Parfrey et al., 2012). A esto debemos sumar los fagos y elementos genéticos móviles que responden a cada cambio del medio ambiente, al participar en la transferencia horizontal de genes como respuesta a factores ambientales (Jones, 2011). Todo esto constituye un sistema complejo cuya totalidad supera la suma de las partes que interactúan y se influyen recíprocamente en un metabolismo intrincado.


  El sistema inmune asociado a mucosas incluye el 80 % de las células inmunes activas del cuerpo. La mayoría de ellas están presentes en el sistema gastrointestinal interactuando con antígenos de los alimentos y con este nuevo “órgano” que es el microbioma (Tlaskalová-Hogenová et al., 2011). Las interacciones en este complejo sistema son escasamente conocidas y foco de actuales investigaciones (Kinross et al., 2011). Se ha demostrado que astronautas que reciben durante cierto tiempo una dieta irradiada y, por lo tanto, libre de microorganismos, presentan alteraciones en su microbioma que resultan en una alteración en su sistema inmunológico (Kau et al., 2011). Es conocido además que animales gnotobióticos (libre de microorganismos) separados de su microbioma asociado, no alcanzan el desarrollo completo de un intestino maduro y tienen un sistema inmunológico muy poco desarrollado (Cebra, 1999). Estos animales son utilizados como modelo metodológico para evaluar la evolución del microbioma, la acción de alguna cepa bacteriana específica y las consecuencias de la asociación microbioma-hospedero. El microbioma forma parte integral del sistema gastrointestinal, puesto que un intestino maduro y el conjunto de todas sus funciones no se debe únicamente al tejido del hospedero sino además del metabolismo del microbioma, que interactúa y protege las superficies intestinales manteniendo la homeostasis (Tlaskalová- Hogenová et al., 2011; Ohnmacht et al., 2011). La colonización de microorganismos genera un incremento natural de los niveles de inmunoglobulinas, la producción de anticuerpos específicos y cambios sustanciales en el medio de linfocitos asociados a mucosa y poblaciones celulares, cambios en los patrones de migración e incremento en la capacidad inmunológica sistémica. Además, participa en la maduración de los enterocitos (Bry et al., 1994; Tlaskalová-Hogenová et al., 2011; Ohnmacht et al., 2011).


  El microbioma humano, ha definido en conjunto, no solo al sistema inmunológico con el cual convive, sino que también forma parte integral de procesos fundamentales como la producción de vitaminas, la digestión, la homeostasis energética, la integridad de la barrera intestinal y la angiogénesis en el cuerpo humano (Domínguez Bello y Blaser, 2008; Kau et al., 2011; Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2011; LeBlanc et al., 2013; Randolph-Gips y Srinivasan, 2012; Douglas-Escobar et al., 2013). El genoma humano carece de los genes que codifiquen para enzimas requeridas para degradar polisacáridos vegetales que habitualmente consumimos, ricos en carbohidratos conteniendo xilanos, pectinas y arabinosa. Sin embargo, el microbioma provee esta capacidad porque realiza el metabolismo de sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa y manosa (Bäckhed et al., 2005; Gill et al., 2006). La fermentación de las fibras y los glicanos requiere la cooperación y asociación de diversos microorganismos (Gill et al., 2006). El microbioma realiza la conversión de butirato a butiril-CoA, este ácido graso de cadena corta es la principal fuente de energía de los colonocitos, cuyo desarrollo establece una barrera intestinal saludable (Topping et al., 2001). Los análisis metagenómicos han demostrado, además, la participación del microbioma en la síntesis esencial de aminoácidos y vitaminas (Gill et al., 2006).


  La interpretación darwinista tradicional de la naturaleza, en la que cualquier organismo es un individuo que lucha por su propia existencia y que analiza cada estructura, órgano, sistema o molécula de acuerdo a las ventajas que pudo haber tenido respecto de otras alternativas, deja de lado el hecho real de todo organismo, y por supuesto el ser humano, en el que no se puede concebir como aislado, sino coevolucionando, coexistiendo, con un conjunto de organismos y microoganismos que lo definieron evolutivamente (Sandín, 2002; Abdalla, 2006; Salvucci 2012a; Salvucci, 2012b). El enfoque tradicional reduccionista pierde de vista el hecho de que su existencia es resultado de un complejo proceso de integración y convivencia con los constituyentes del ecosistema que lo rodea, lo conforma y define. Los humanos no evolucionaron como una sola especie, sino asociados con un complejo microbioma en una suerte de “superorganismo” u holobionte (Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2011). En la red de la vida, nuestra evolución como especie y la evolución de nuestros microorganismos socios siempre han estado entrelazados.


  LA PÉRDIDA DEL MICROBIOMA


  El sistema inmunológico, y todo el organismo en general, han sido construidos y modulados en base a la integración y asociación con microorganismos, incluidos los helmintos. Esta integración caracteriza a todos los organismos, pero solo el hombre fue separándose de su asociación con parte de su bioma (Siefert, 2009; Kau et al., 2011, Vannier-Santos y Lenzi, 2011).


  La hipótesis de la higiene o hipótesis del agotamiento del bioma describe el impacto en la salud del ser humano que tuvo y tiene nuestra continua separación de nuestros organismos asociados (von Mutius, 1996; Strachan, 1989). En 1989, el Dr. Strachan trabajando con la fiebre del heno, hipotetizó que los niños que habían padecido una infección viral presentarían un mayor riesgo a desarrollar alergias, pero los resultados que encontró lo llevaron a rechazar esta hipótesis. Los grupos de población que o bien han sido vacunados o infectados con micobacterias han demostrado una asociación con un menor riesgo de desarrollar enfermedades alérgicas (Strachan, 1989). En 1992, la Dra. Erika von Mutius comparó la tasa de alergias en los niños de la Alemania Democrática y Alemania Federal, y encontró con que, en contra de su hipótesis inicial, los niños pobres con bajas condiciones sanitarias y vida rural tenían menos incidencia de alergias (von Mutius, 1992). Trabajos posteriores continuaron reforzando esta hipótesis en que la exposición a las infecciones leves reduce la incidencia de enfermedades atópicas (Becker, 2007; Rook, 2009). De la misma manera a lo ocurrido con cierto número de parámetros fisiológicos, aquel microbioma que construyó al ser humano desde su primer momento como especie, se fue modificando al ser gradualmente “atacado” ante la evolución y los cambios sociales y tecnológicos de la era posindustrial. El uso de agua potable, el establecimiento en ambientes cada mes más asépticos, los procesos de sanitización, el uso y abuso de antibióticos, la aplicación de distintas terapias médicas, en combinación con el desarrollo tecnológico que ahora damos por normal y necesario, causaron la pérdida y la separación de una contraparte simbiótica (Fleming y Fabry, 2007; Proal et al., 2009). Como consecuencia el sistema inmune sufre un desbalance generando un aumento en la aparición de alergias y enfermedades autoinmunes debido a una respuesta inmune reactiva excesiva (Garn y Renz, 2007; Rook, 2009; Kau et al., 2011).


  Este proceso ha sido ignorado y a veces alentado desde la perspectiva darwinista resultando una continua agresión al bioma que nos ha construido por miles de años. La pretensión de explicar los actuales conocimientos basados en un dogma que resultó de una proyección de una ideología económica a la naturaleza (Sandín, 1997; Salvucci, 2012b) y la necesidad de obtener rentabilidad más allá de comprender los fenómenos en profundidad, lleva a situaciones en que se pretende resolver los “problemas” basados en un marco teórico erróneo o incompleto y con consecuencias impredecibles (Sandín, 2010). La teoría del agotamiento del Bioma (una especie de ampliación evolutiva de la “hipótesis de la higiene”) presenta un enfoque diferente al tradicional. Al considerar que cualquier organismo es el resultado evolutivo de la integración con los otros microorganismos considera que los seres humanos (y todos los mamíferos) y su microbioma evolucionado constituyen un “superorganismo” (Kinross et al., 2008). El sistema inmunológico puede verse como una interfaz con sus organismos simbióticos que han evolucionado más que una defensa contra organismos invasores (Sonnenburg y Fischbach, 2011).


  Este superorganismo no está construido solamente con las denominadas bacterias comensales, sino también los metazoos caracterizados como “parásitos” y millones de virus. Además, las bacterias que componen el microbioma tienen elementos móviles que incluyen plásmidos, transposones, integrones, bacteriófagos, que constituyen el mobiloma (Siefert, 2009; Jones, 2011). Esta reserva genética y la transferencia horizontal de genes en el microbioma es un factor clave de la actividad microbioma y constituyen la respuesta dinámica con el medio ambiente que conduce a la adaptación del holobionte. El metabolismo del microbioma y el hospedador se entrelazan constituyendo un organismo integrado.


  LA RESTAURACIÓN DEL BIOMA COMO ALTERNATIVA TERAPÉUTICA


  Hoy en día, muchas enfermedades son consideradas nuevas epidemias. La incidencia de un grupo de enfermedades ha aumentado desde la era industrial. Estas se relacionan con un sistema inmune hiperreactivo y este desequilibrio está relacionado con la separación de nuestra contraparte simbionte a lo largo de los últimos años. El equilibrio entre los simbiontes que construyen al superorganismo u holobionte se ha ido perdiendo con la medicina moderna, las nuevas tecnologías y los cambios en el estilo de vida. El fondo genético necesario para desarrollar alguna de estas enfermedades (factores intrínsecos) está directa y estrechamente relacionado e influido por el metabolismo del microbioma (factores extrínsecos) (Proal et al., 2009; Tilg y Kaser, 2011). Distintas enfermedades autoinmunes e inflamatorias como la diabetes tipo 1, la artritis, el lupus, la enfermedad inflamatoria intestinal (EII), la diabetes y el asma pueden ser tratadas mediante la restauración del bioma, proceso que en parte pretende ser realizado mediante la administración de probióticos (Fujimura, 2010; Haller et al., 2010).


  Los probióticos son microorganismos que administrados en las dosis adecuadas confieren un efecto beneficioso sobre la salud del hospedero (FAO/WHO, 2001). El estudio de diferentes cepas bacterianas comenzó con la observación del mejor estado de salud general en las personas de diferentes regiones donde había un alto consumo de ciertos alimentos fermentados. La identificación de los microorganismos y la comprobación de ciertos efectos benéficos permitieron postular, sobre todo a cepas de bacterias lácticas, como probióticos (Fujimura et al., 2010). El estudio de los probióticos, desde sus comienzos y en la actualidad, está dirigida a una cepa específica que restaura un síntoma o enfermedad (Domínguez Bello y Blaser, 2008; Fujimura et al., 2010). Sin embargo, esto constituye una perspectiva reduccionista, porque lo que se encuentra fuera del equilibrio es todo el organismo. Una vez roto aquel equilibrio la ciencia trata de resolver el daño que provocó, y surgen actualmente alternativas holísticas para explicar esta situación.


  William Parker, aclara que es difícil imaginar que vamos ser capaces de restaurar el sistema inmune a la normalidad con un fármaco que se dirige a un engranaje en el aparato inmunológico, cuando todo el aparato está fuera de sincronía con su naturaleza y que esto equivale a tratar a una viuda abatida con un ungüento que contiene la forma recombinante del complejo MHC II del compañero ausente. Un producto farmacéutico no puede reemplazar efectivamente la biología obtenida por cientos de millones de años. La teoría del hologenoma que considera al ser humano como un superorganismo, sumada a la teoría del agotamiento del bioma, nos permite comprender que la acción de un probiótico o la utilización de drogas inmunosupresoras son terapias que remedian un aspecto determinado en un sistema en desequilibrio por la pérdida evolutiva de los microorganismos asociados. Los socios helmintos actuaban, por ejemplo, regulando el sistema inmunológico actuando como inmunosupresores.


  Los tratamientos posibles para la enfermedad inflamatoria intestinal se basan en las terapias biológicas, tales como anticuerpos anticitocinas (e.g., anticuerpos anti-TNFa), citoquinas recombinantes (e.g., interleucina (IL-10 e IL-11)), granulocitos y macrófagos, factor estimulante de colonias (GM-CSF), nutracéuticos y probióticos. El uso de probióticos, que intenta que se “reequilibre” la flora comensal normal mediante la introducción deliberada de microorganismos beneficiosos, tiene varias observaciones clínicas y éxitos en modelos animales (Haller et al., 2010). Una extensión de este enfoque es el concepto de que organismos distintos de las bacterias pueden ser utilizadas para provocar respuestas inmunes definidas en el huésped que antagonizan o inhiben los mecanismos de la inmunopatología observadas en la enfermedad inflamatoria intestinal. Por ello, además de las bacterias (fundamentalmente las bacterias lácticas llevan mucho tiempo siendo estudiadas y aplicadas en alimentos funcionales y probióticos) también organismos eucarióticos son actualmente postulados como probióticos a partir de la capacidad de restaurar la salud, por ejemplo, ciertas especies de helmintos (Reardon et al., 2001; Fleming y Fabry, 2007). El tratamiento con helmintos (como los nemátodos intestinales Necator, Ancylostoma, Trichuris), organismos considerados tradicionalmente como parásitos está dando resultados positivos en el tratamiento de enfermedades como la fiebre del heno (un tipo de alergia), la enfermedad de Crohn (una de las variantes de la enfermedad inflamatoria intestinal) y la esclerosis múltiple (enfermedad neurodegenerativa relacionada también a un mecanismo autoinmune) (Bakhtiar et al., 2013; Hunter y McKay, 2004; Fleming y Fabry, 2007; Proal et al., 2009).


  La pérdida de parásitos helmintos en seres humanos ha sido considerado un éxito de salud pública, pero la erradicación de estos organismos ha tenido consecuencias imprevistas (Fleming y Fabry, 2007; Weinstock et al., 2009). El desequilibrio en la interfaz de patógeno-huésped genera alteraciones patológicas tales como las alergias, el asma, las enfermedades autoinmunes y la enfermedad de Crohn (Rook, 2009). Los estudios epidemiológicos sugieren que los helmintos pueden proteger contra algunas enfermedades atópicas e inmunitarias (Reddy y Fried, 2007). Por ejemplo, la incidencia de la enfermedad de Crohn sigue siendo baja en las regiones conocidas como “en desarrollo”, donde los parásitos intestinales son altamente prevalentes.


  Por todo ello, las terapias con helmintos están surgiendo ahora como una alternativa interesante para restablecer el equilibrio inmunológico (Elliott et al., 2003). El parásito intestinal Necator americanus fue un primer candidato para inocular las personas con enfermedad de Crohn (Croese et al., 2006). Varios estudios confirmaron luego que las infecciones por helmintos pueden revertir los trastornos autoinmunes, impulsados por una respuesta Th1 mediante la inducción de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-α. La respuesta humana a la infección por helmintos parásitos tiene un fenotipo típico de respuesta Th2 (e.g., eosinofilia, aumento de IgE), e incrementando la producción de IL-10 y factor de crecimiento transformante-β (TGF) que actúan para regular la baja de las respuestas Th1 que caracteriza a las alergias. Aunque la infección por helmintos induce la inflamación celular, es un proceso estrictamente regulado con daño tisular restringido (Mangan et al., 2004; Mortimer et al., 2006; Fallon y Mangan, 2007; Cooper, 2009; Matisz et al., 2011).


  Trichinella spiralis ha demostrado una acción protectora en ratones con colitis inducida por reto intrarrectal con dinitrobenceno sulfónico (DNBS), 21 días después de la infección (Kahn et al., 2002). Schistosoma mansoni atenúa la colitis inducida por trinitrobenceno sulfónico (TNBS) y protege a los ratones de una inflamación letal (Elliot et al. 2003, Hunter y Mc Kay, 2004). Summers et al., (2005), utilizaron Trichuris suis en 29 pacientes con enfermedad de Crohn. Se les administró una dosis oral de 2500 huevos viables y los pacientes mostraron mejoría en su estado y sin reacciones adversas al tratamiento. Trichuris muris, Hymenolepis diminuta y Hymenolepis polygyrus también pueden reducir colitis inducida por TNBS, DNBS, y la que se desarrolla espontáneamente en ratones deficientes IL-10, respectivamente (Elliot et al., 2003; Hunter et al., 2003; Hunter et al., 2004; Marchesi et al., 2011; Elliot y Weinstock, 2009).


  La asociación evolutiva con el microbioma ha influido en el desarrollo total de la especie. El alcance de la separación del bioma entrelaza al sistema inmunológico con el desarrollo del cerebro (Grenham et al., 2011; Randolph-Gips y Srinivasan, 2012; Douglas-Escobar et al., 2013). Las prácticas higiénicas y la carga microbiana o parasitaria, que es relevante en el aumento de la incidencia de asma y atopia o enfermedades inflamatorias, pueden contribuir también al aumento de la incidencia del autismo compartiendo un factor autoinmune en su etiología (Ashwood et al., 2006; Becker, 2007; Mulle et al., 2013). La enfermedad de Crohn también comparte un mecanismo común con la esclerosis múltiple (EM) que es una enfermedad autoinmune predominante Th1. El alcance teórico del tratamiento es capaz de extenderse a EM, enfermedad de graves, artritis, lupus, alzheimer y diabetes tipo 1 (Becker, 2007; Rook, 2009;). Correale y Farez (2007) informaron que en un seguimiento de 4,6 años a pacientes con EM, aquellos infectados con parásitos intestinales como Hymenolepis nana, Trichuris trichiura y Ascaris lumbricoides, mostraron un número significativamente menor de exacerbaciones (la aparición de un nuevo síntoma o empeoramiento de un síntoma preexistente) y la mínima variación en las puntuaciones de discapacidad.


  CONCLUSIONES


  Cada organismo es el resultado de la integración de sistemas complejos preexistentes. El genoma del ser humano está integrado por genes eucariotas, procariotas y virales, mientras que el organismo actual es el resultado de la integración y asociación con el microbioma a lo largo de su historia evolutiva. Muchos científicos están comprendiendo que la visión darwiniana, reduccionista y basada en una proyección de una ideología económica de la naturaleza y con un sustento científico cuestionable, impide una comprensión despojada de preconceptos de los fenómenos observados (Sandín 1997; Sandín, 2002; Abdalla, 2006; Salvucci, 2012a; Salvucci 2012b). Enfoques holísticos con una visión integradora, en contraposición a la visión competitiva e individualista, son necesarios para integrar todos los conocimientos actuales que demuestran que los organismos constituyentes de la biósfera estamos estrechamente relacionados. La complejidad resulta de la continua asociación y autorganización que caracterizan y definen a la vida (Varela y Maturana, 1974). La restitución del bioma es un mecanismo terapéutico que permite contrarrestar el desequilibrio inmunológico que presenta el ser humano al perder a sus socios evolutivos. Teniendo en cuenta que nuestro microbioma se agotó a lo largo de cientos de años y nuestro holobionte es susceptible de un desequilibrio inmune que presenta numerosas consecuencias, tendremos que investigar aún más las intrincadas conexiones entre las especies. Actualmente, además de las bacterias probióticas, helmintos “parásitos” se utilizan como terapias antiinflamatorias con resultados exitosos aunque el alcance de las mismas apenas estamos empezando a comprenderlo.
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  RESUMEN


  Las microalgas poseen la capacidad para mitigar las emisiones de CO2 y producir lípidos, por lo que se consideran con potencial para la obtención de biocombustibles de tercera generación. La presente revisión proporciona información actualizada de la influencia de las condiciones de cultivo, sobre la obtención de lípidos con una productividad elevada y perfil adecuado para la producción de biodiesel, se proporciona una síntesis de resultados de investigaciones realizadas en los últimos 13 años en diversas partes del mundo. En la literatura consultada, los autores concluyen que aunque el comportamiento de las microalgas ante condiciones de estrés fisiológico es variable entre especies; la limitación de nutrientes especialmente nitrógeno y fósforo, asociado al crecimiento heterotrófico o a altas intensidades luminosas en fototrofía se consideran como las estrategias más eficientes para incrementar el contenido de lípidos en las microalgas, en particular de triglicéridos constituidos por ácidos grasos saturados y monoinsaturados, ideales para la producción de biodiesel. De igual forma, señalan que la presencia de pequeñas cantidades de CO2 y la cosecha de la biomasa en la fase estacionaria de crecimiento, incrementan el contenido de lípidos y disminuyen el número de insaturaciones de los ácidos grasos que lo conforman.


  Palabras clave: biocombustibles, microalgas, lípidos, ácidos grasos.

  


  ABSTRACT


  The microalgae have the capacity to mitigate CO2 emissions and to produce lipids, which are considered with potential to obtain third-generation biofuel. This review provides updated information of the influence of culture conditions on the lipids production with high productivity and profile suitable for the biodiesel production. This document presents a compilation of research conclusions over the last 13 years around the world. In the literature consulted, the authors conclude that although the behavior of microalgae at physiological stress conditions, varies between species; the nutrients limitation, especially nitrogen and phosphorus, associated with heterotrophic growth or high irradiances in phototrophy are considered the most efficient strategies to increase the lipid content in microalgae, particularly triglycerides (consisting of saturated and monounsaturated fatty acids), which are excellent for the production of biodiesel. Also, it is reported that the lipid content increase and the number of unsaturated fatty acids decrease with the addition of small amounts of CO2 and harvesting the biomass it the stationary phase of growth.


  Keywords: biofuels, microalgae, lipids, fatty acids.

  


  INTRODUCCIÓN


  En la actualidad existe una tendencia internacional hacia la búsqueda de combustibles más limpios y nuevas fuentes de energía de baja emisión de carbono, como la energía solar, la térmica, la fotovoltaica, la hidroeléctrica, la geotérmica, la eólica y los biocombustibles, entre otras; las cuales están siendo evaluadas y se encuentran en diferentes fases de estudio y aplicación, cada una con sus propias ventajas y problemas. En este escenario, se espera que los biocombustibles líquidos, biodiesel y bioetanol puedan sustituir al gasóleo y la gasolina respectivamente (Posten y Schaub, 2009), promuevan nuevas fuentes de empleo en las zonas rurales, reduzcan las emisiones de gases efecto invernadero y aumenten la seguridad de abastecimiento energético (Mata et al., 2010). El biodiesel es un combustible sustituto del gasóleo o diesel de petróleo, compuesto por una mezcla de ésteres alquílicos de ácidos grasos (FAME) de cadena larga (C14- C22), obtenidos por transesterificación de aceites vegetales, grasas animales, aceites usados o lípidos de microalgas (Miao y Wu, 2006; Demirbas, 2009). El uso del biodiesel como combustible puede ser puro (100 % o B100) o mezclado con diesel derivado del petróleo (BXX - donde XX indica el porcentaje de biodiesel en la mezcla) y suele emplearse en cualquier motor diesel con poca o ninguna modificación y no requiere nueva infraestructura de abastecimiento (Demirbas, 2009). El uso de biodiesel como recurso energético resulta atractivo porque se deriva de una fuente renovable que podría ser suministrada de manera sostenible (Huang et al., 2010), por lo que disminuye la dependencia al petróleo y presenta diferentes ventajas frente al diesel como que es biodegradable y menos tóxico (Miao y Wu, 2006; Xue et al., 2006), además no contiene compuestos aromáticos, tiene un perfil más favorable de gases de combustión (tal como una baja emisión de monóxido de carbono, azufre, partículas en suspensión e hidrocarburos sin quemar) (Halek et al., 2009; Widjaja et al., 2009; Huang et al., 2010); su punto de ignición es relativamente alto (150 °C) lo que lo hace menos volátil y más seguro de transportar o manejar; su número de cetano es mayor; lo que otorga ventajas al proceso de combustión; posee propiedades lubricantes que reducen el desgaste de los motores y extiende su vida útil (Huang et al., 2010). Sin embargo, las emisiones de óxidos de nitrógeno pueden aumentar y el uso de biodiesel puro (B100) puede generar problemas de arranque en frío, por lo que el tanque de combustible requeriría calefacción en climas con temperaturas bajas y la substitución de algunos materiales empleados en mangueras, juntas, etc. por elastómeros compatibles con el biodiesel (Rosillo, 2006).


  El biodiesel ha ido ganando popularidad mundial como fuente de energía renovable debido a sus ventajas económicas, ambientales y sociales. Los cinco principales productores de biodiesel en el mundo son Estados Unidos, Alemania, Francia, Argentina y Brasil. Se espera que con los incentivos de los gobiernos para aumentar la producción y consumo de combustibles renovables, la producción mundial de biodiesel se incremente de 21,4 billones de litros en el 2011 a 45,3 billones de litros en el 2020 (Global Data, 2010).


  Aunque desde hace más de veinte años se han venido realizando investigaciones para obtener biodiesel a partir de aceite microalgal (Nagle y Lemke, 1990), en la última década este tema ha ganado mucha fuerza, especialmente en el sector privado y académico. En el entorno laboratorio, investigadores de todo el mundo han demostrado el potencial de varias especies de microalgas como materia prima para producir biodiesel, se destaca el trabajo financiado por el Departamento de Energía de los Estados Unidos, sobre especies acuáticas, realizado de 1978 a 1996 por el Laboratorio Nacional de Energía Renovable (NREL por sus siglas en inglés) con el objetivo de producir biodiesel a partir de aceite de microalgas cultivadas en estanques, utilizando como fuente de carbono el CO2 liberado en centrales termoeléctricas. En dicha investigación se lograron avances importantes en la manipulación del metabolismo de las algas y en la ingeniería de los sistemas de producció n (Sheehan et al., 1998). Estos y otros resultados han despertado el interés de algunas compañías por invertir en la búsqueda de estrategias de cultivo de especies de microalgas denominadas oleaginosas para producir biocombustibles para diferentes usos. Estas empresas se encuentran ubicadas en Estados Unidos (78 %), Europa (13 %) y el resto del mundo (9 %) (Singh y Gu, 2010).


  Mientras que algunas compañías como Solazyme (www.solazyme.com), Aurora Algae (www.aurorainc.com), Bionavitas (www.bionavitas.com), Seambiotic (www.seambiotic.com) y Solix (www.solixbiofuels.com) se han enfocado en la búsqueda de estrategias de cultivo para mejorar la productividad de los lípidos en las microalgas, otras como OriginOil (http://www.originoil.com) están interesadas en encontrar métodos de cosecha de la biomasa, extracción del aceite o en los procesos para producir el combustible, incluso para aviones como Algae.Tec Ltd. (http://algaetec.com.au), Dynamic Fuels (www.dynamicfuelsllc.com), Solazyme (http://solazyme.com), General Atomics (http://www.ga.com); la gran mayoría trabajando bajo el concepto de biorefinería para aprovechar de manera integral la biomasa y minimizar costos.


  Actualmente en el mundo se están invirtiendo muchos recursos para investigación, dirigida a minimizar los costos de la materia prima para la obtención de biodiesel (Li et al., 2007), algunos estudios recientes se han inclinado en el uso de semillas de jatropha y karanja y de microalgas como fuente de lípidos, sin embargo, para que cualquiera de ellas pueda sustituir eventualmente los combustibles fósiles debe tener características como ser competitiva en cuanto a su precio con respecto a los combustibles derivados del petróleo, requerir poca cantidad de suelo y agua, que contribuya a mejorar la calidad del aire (por ejemplo, que en su proceso de producción se utilice CO2), que exista en cantidad suficiente para que dicha producción tenga un impacto significativo en la demanda y que proporcione una ganancia neta de energía sobre la demandada para producirlo (Demirbas, 2009; Meng et al., 2009). Un aspecto de vital importancia es que el biocombustible obtenido cumpla con las especificaciones de calidad internacionales (ASTM D6751; EN 14214). El uso de microalgas podría cumplir estas condiciones, y por lo tanto, contribuir de manera significativa a la resolución de la demanda de energía primaria y al mismo tiempo, proporcionar beneficios ambientales a través de la captura de CO2 (Wang et al., 2008; Brennan y Owende, 2010). Las ventajas del uso de microalgas para la obtención de biodiesel ya han sido demostradas, sin embargo, aún no se ha definido una cepa ideal, dada la diversidad de factores que influyen en la productividad de los lípidos y por ende en el costo de producción del biodiesel. En esta revisión se muestran de manera cronológica los esfuerzos que se han venido invirtiendo en los últimos 20 años para determinar la influencia de algunos parámetros del cultivo de microalgas sobre la productividad de los lípidos y el perfil de ácidos grasos que los componen.


  MICROALGAS COMO FUENTE DE LÍPIDOS PARA LA OBTENCIÓN DE BIODIESEL


  El interés en las microalgas para la producción de biodiesel se debe a su alto contenido de lípidos en algunas especies y al hecho de que la síntesis de estos, especialmente de triglicéridos (TG) no polares (que son el mejor sustrato para la producción de biodiesel), puede ser manipulada por cambios de las condiciones de cultivo. Adicionalmente, las microalgas poseen algunas ventajas sobre otras materias primas disponibles, entre las que se pueden mencionar:


  – Mayor eficiencia fotosintética que las plantas superiores (Meng et al., 2009; Posten y Schaub, 2009), logrando convertir entre el 3 y el 8 % de la energía solar en biomasa, mientras que el rendimiento observado en las plantas es de aproximadamente un 0,5 % (Lardon et al., 2009).


  – Tasa de crecimiento elevada, duplicando su biomasa en aproximadamente 24 horas (Meng et al., 2009).


  – Periodos de cosecha muy cortos (menores a diez días dependiendo del proceso), lo que permite múltiples o continuas cosechas a diferencia de las plantas que se cosechan una o dos veces por año (Vyas et al., 2010).


  – Cálculos teóricos estiman que las microalgas tienen el potencial para producir mayor cantidad de biomasa y de aceite por hectárea que cualquier planta oleaginosa (Chisti, 2007; Mata et al., 2010).


  – Fácil cultivo, crecen casi en cualquier lugar y solo necesitan luz del sol y algunos nutrientes. Pueden cultivarse en zonas áridas y semiáridas, donde no pueden desarrollarse cultivos agrícolas, pueden utilizar agua no potable y su cultivo no requiere la adición de herbicidas o pesticidas (Avagyan, 2008).


  – Capaces de fijar grandes cantidades de CO2 (Amin, 2009; Sydney et al., 2010), su demanda estequiométrica de CO2 es de aproximadamente 1,7 kg de CO2/kg de biomasa seca (Packer, 2009; Posten y Schaub, 2009; Rodolfi et al., 2009), lo que permitiría acoplar su producción a una corriente de gases de combustión industrial para disminuir el efecto invernadero y contribuir al restablecimiento del equilibrio térmico del planeta (Lim y Teong, 2010).


  – Capacidad para utilizar los nutrientes de aguas residuales en su crecimiento (especialmente nitrógeno y fósforo) (Xue et al., 2006; Kim et al., 2007; Chinnasamy et al., 2010; Xin et al., 2010a, Xin et al., 2010b), podría disminuir el costo del medio de cultivo y evitar la descarga de estos nutrientes a cuerpos de agua.


  – La biomasa residual, posterior a la extracción de los lípidos, encuentra aplicación en las industrias alimentaria, farmacéutica, agropecuaria e incluso en la producción de alcoholes combustibles y en la generación de energía (Wang et al., 2008; Zamalloa et al., 2012)


  Aun cuando las microalgas tienen tasas de crecimiento superiores y su fotosíntesis es más eficiente que la de las plantas terrestres (Chisti, 2007; Li et al., 2008; Liu et al., 2008), un obstáculo importante para la producción de su aceite es el costo relativamente elevado, lo cual se espera superar con el avance tecnológico. El principal reto para el desarrollo de un proceso de producción de biodiesel a partir de aceite de microalgas es la obtención de los lípidos a un costo competitivo, esto puede lograrse a través de la selección de las mejores cepas y condiciones de cultivo que permitan alcanzar la máxima productividad de lípidos con un perfil de ácidos grasos que otorgue calidad al biodiesel; la comercialización de diferentes subproductos como la torta de biomasa residual y la glicerina del proceso de transesterificación; y la disminución de los costos de cosecha, extracción de lípidos y su conversión a biodiesel (Demirbas, 2003; Brennan y Owende, 2010). Un factor importante para el éxito global de la producción de biocombustibles, es la selección de la cepa de microalga, por lo que esta debe hacerse de acuerdo a factores como la productividad de los lípidos, expresada como cantidad de lípidos por unidad de volumen y de tiempo (g de lípidos/l.d) y su capacidad de adaptarse a ambientes extremos (temperatura, salinidad, pH, etc.) (Brennan y Owende, 2010).


  Las microalgas bajo condiciones normales de cultivo presentan un contenido de lípidos que por lo general varia entre el 20 y el 50 % de su peso seco, sin embargo cuando son sometidas a situaciones de estrés, frecuentemente incrementan su fracción lipídica, por lo que se han reportado valores en rangos más amplios como se señala en la Tabla 1. Las especies predominantes de microalgas para la obtención de lípidos y su posterior conversión a biodiesel se encuentran dentro del grupo de las algas verdes. De acuerdo al Instituto de Investigación en Energía Solar (SERI por sus siglas en inglés), las especies más prometedoras son Nannochloropsis salina y Dunaliella salina por su elevada concentración de ácidos grasos. De igual forma, el NREL en Estados Unidos reportó que Dunaliella, Scenedesmus y Chlorella son los géneros más populares que se han cultivado con éxito a escala comercial para la obtención de biodiesel (Sheehan et al., 1998). En la tabla 1 se presenta el porcentaje en peso de lípidos de algunas microalgas y se pueden apreciar diferencias significativas entre géneros y especies.


  [bookmark: tabla 1][image: ]


  Aun cuando bajo condiciones de estrés algunas microalgas pueden alcanzar contenidos de lípidos superiores al 40 %, la calidad del biodiesel es considerablemente afectada por la composición de los ácidos grasos de los lípidos (Knothe, 2008). No todos los lípidos resultan satisfactorios para la obtención de biodiesel, por ejemplo, los lípidos producidos por Botryococcus braunii son en su mayoría grandes moléculas de hidrocarburos que resultan ideales para la producción de biocombustibles líquidos por medio de licuefacción o pirólisis, pero no pueden ser utilizados para la producción de biodiesel por transesterificación. Los triglicéridos ricos en ácidos grasos poliinsaturados son menos deseables para la producción de biodiesel, pues disminuyen el número de cetano y la estabilidad a la oxidación del combustible; mientras que triglicéridos ricos en ácidos grasos saturados y monoinsaturados en el intervalo de C16 C20, especialmente en ácido oleico resultan ideales para la producción de biodiesel (Imahara et al., 2006; Meng et al., 2009, Ramos et al., 2009). Hasta el momento no se conoce una cepa de microalga capaz de satisfacer al mismo tiempo todos los requisitos que permitan considerarla como materia prima óptima para la producción de biocombustibles. En este sentido, es pertinente la identificación de una cepa adecuada de microalga para cultivo masivo y conocer su respuesta a diferentes condiciones de cultivo. En la producción comercial de microalgas resulta clave la adaptación de la cepa a su medio ambiente local, de tal forma que esta sea capaz de resistir tanto las condiciones ambientales como a los invasores locales, lo que constituye una clara ventaja de las cepas autóctonas sobre cepas introducidas, por tanto el aislamiento y caracterización de cepas locales para la producción de biocombustibles debe ser considerado.


  ETAPAS PARA LA PRODUCCIÓN DE BIODIESEL A PARTIR DE MICROALGAS


  El proceso de producción de biodiesel a partir de microalgas (Fig. 1), se inicia con el cultivo de la cepa para la obtención de biomasa con una alta productividad de lípidos, seguido de la separación de la biomasa del medio de cultivo y posterior extracción de los lípidos para finalmente obtener el biodiesel por una reacción de transesterificación, de forma similar a como se produce a partir de cualquier aceite vegetal.


  [image: ]


  CULTIVO DE MICROALGAS


  En general, las microalgas dependen para su crecimiento de un suministro de carbono y de una fuente de luz para realizar la fotosíntesis. Sin embargo, como respuesta a cambios en las condiciones ambientales, pueden poner en funcionamiento diversos tipos de metabolismo (fotoautotrófico, heterotrófico, mixotrófico, fotoheterotrófico). Al considerar el empleo de microalgas para la producción de biodiesel, es importante definir cuantitativamente la influencia de factores que intervienen en su crecimiento y que favorecen la producción de lípidos, así como su interrelación para poder manipularlos en la obtención de biomasa con determinadas características. Está demostrado que tanto el contenido de lípidos como el perfil de ácidos grasos de las microalgas varía no solo entre especies sino también en función de las condiciones del cultivo (Miao y Wu, 2006; Hu et al., 2008; Converti et al., 2009; Meng et al., 2009; Mata et al., 2010), del periodo de cosecha y la edad del cultivo (Mandal y Mallick, 2009; Widjaja et al., 2009). Entre las condiciones de cultivo afectan factores abióticos como la concentración de nutrientes, la calidad y cantidad de luz, la temperatura, el O2, el CO2, el pH, la salinidad y factores operacionales como mezclado y la edad del cultivo. En la tabla 2 se presenta el contenido y productividad de lípidos de varias especies de microalgas bajo diversas condiciones de cultivo, en las siguientes secciones se discute en detalle el efecto de cada parámetro del cultivo sobre la acumulación de lípidos y el perfil lipídico.


  EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NUTRIENTES


  El nitrógeno ha sido demostrado como el principal regulador en el crecimiento y acumulación de lípidos (Rodolfi et al., 2009 Yeh y Chang, 2012). Cuando un cultivo es expuesto a una intensidad luminosa adecuada, pero con limitación de nutrientes, se disminuye la tasa de división celular (aunque se sigue convirtiendo energía solar en energía química), pero a menor velocidad y como mecanismo de supervivencia, entonces se desvía el flujo de carbono fijado por la fotosíntesis a síntesis de lípidos o carbohidratos (Meng et al., 2009; Pruvost et al., 2009; Rodolfi et al., 2009). Dado que la disminución de nutrientes limita el crecimiento celular, al momento de seleccionar las condiciones de cultivo que favorezcan la acumulación de lípidos, es necesario maximizar su productividad volumétrica para cada cepa.


  Las investigaciones realizadas para inducir la síntesis de lípidos a pequeña escala, concuerdan que bajo condiciones limitantes de nitrógeno se reduce el crecimiento, mientras que existe una gran variación en el contenido de lípidos y su perfil de ácidos grasos. Algunas especies del género Chlorella acumulan almidón en condiciones de deficiencia de nitrógeno, mientras que otras acumulan lípidos predominantemente neutros (Illman et al., 2000). Las microalgas son capaces de crecer y sintetizar lípidos empleando diversas fuentes de nitrógeno, y se ha reportado al nitrato como la mejor fuente de nitrógeno para Chlorella protothecoides (Shen et al., 2009, Shen et al., 2010), Dunaliella tertiolecta (Chen et al., 2011b) y Neochloris oleoabundans (Li et al., 2008). Mientras que Scenedesmus dimorphus y Scenedesmus rubescens presentaron mayor afinidad por urea y amonio, respectivamente (Shen et al., 2009; Lin y Lin, 2011) y en Chlorella saccharophila se observó mejor crecimiento con peptona como fuente de nitrógeno que con nitrato y amonio (Isleten et al., 2012).


  La disminución de la concentración de nitrógeno en el medio de cultivo bajo condiciones fotoautotróficas permitió que el contenido de lípidos alcanzara valores cercanos o superiores al 40 % en varias especies de Chlorella (Illman et al., 2000; Widjaja et al., 2009; Yeh y Chang, 2012), Nannochloropsis sp. (Rodolfi et al., 2009; Pal et al., 2011), Nannochloris sp. (Takagi et al., 2000) y Neochloris oleoabundans (Pruvost et al., 2009), y valores superiores al 20 % para Tetraselmis suecica (Rodolfi et al., 2009), Spirulina maxima (Macedo y Alegre, 2001), y Scenedesmus sp. (Xin et al., 2010a); en algunas especies asociada a una disminución de la productividad lipídica. Mientras que en otras especies como Nannochloropsis sp. en condiciones a la intemperie en fotobiorreactores (FBRs) de 110 litros (Rodolfi et al., 2009), Chlorella vulgaris (Converti et al., 2009), Nannochloris oculata y Chlorella sp. (Hsieh y Wu, 2009; Praveenkumar et al., 2012) además de un aumento en la contenido de lípidos, se observó un aumento en su productividad.


  Por el contrario, Rodolfi et al. (2009) observaron que la disminución en el contenido de nitrógeno no afectó la acumulación de lípidos de Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Damiani et al., 2010 reportaron para Haematococcus pluvialis una disminución en el contenido de lípidos al asociar bajas concentraciones de nitrógeno con una alta intensidad de luz. La limitación combinada de nutrientes (N, K, P) favoreció la acumulación de lípidos en Chlorella sp. (Praveenkumar et al., 2012) y algunas especies del género Scenedesmus. Como se ha mencionado el género Scenedesmus en condiciones normales de cultivo posee un contenido de lípidos entre 9 % - 21 % (Mandal y Mallick, 2009; Xin et al., 2010c; Arias et al., 2011b; Lin et al., 2012) y la limitación combinada de nitrato y fosfato estimuló su acumulación hasta un 53 % pero con bajas productividades de lípidos (Mandal y Mallick, 2009; Xin et al., 2010c; Tan y Lin, 2011). De igual forma se ha reportado que la adición de hierro al medio de cultivo promueve la acumulación de lípidos, como se observó en Chlorella vulgaris (Liu et al., 2008) y Scenedesmus rubescens (Lin et al., 2012).


  EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO


  Dependiendo del tipo de metabolismo utilizado por las microalgas para su crecimiento, la fuente de carbono puede ser orgánica (glucosa, acetato, glicerol, fructosa, entre otras), o inorgánica (CO2). Fotoautotróficamente, las microalgas utilizan la luz como fuente de energía y el CO2 como fuente de carbono para obtener energía química a través de la fotosíntesis (Huang et al., 2010); heterotróficamente, las microalgas en ausencia de luz utilizan solo compuestos orgánicos como fuente de carbono y energía, (Chojnacka y Marquez, 2004); mixotróficamente, utilizan carbono orgánico e inorgánico como fuente de carbono y captan la energía de la luz y del carbono orgánico (Chen et al., 2011a). La principal diferencia entre cultivos mixotróficos y fotoheterotróficos es que estos últimos requieren de luz para la incorporación del carbono orgánico. Por lo tanto, este tipo de cultivo necesita de luz y azúcares al mismo tiempo, la utilización de este tipo de cultivo para la producción de lípidos en microalgas es poco común.


  Las microalgas fotoautótrofas pueden fijar CO2 de tres fuentes diferentes: de la at- mósfera, de los gases exhaustos de la industria o en forma de carbonatos solubles como Na2CO3 y NaHCO3 (Wang et al., 2008). La concentración de CO2 en la atmósfera es de 0,03 - 0,06 % (0,36 mg/ml) y la mayoría de las microalgas pueden tolerar niveles más elevados de CO2, por lo general hasta 150 mg/ml, por lo que los gases de combustión de plantas de energía, que contienen hasta en 15 % de CO2, pueden ser alimentados al medio de cultivo de las microalgas (Brennan y Owende, 2010). Las condiciones fotoautotróficas han sido las más utilizadas para el cultivo de microalgas con fines de obtención de biodiesel y existe una gran variación en el contenido de lípidos obtenidos que va desde el 11 % al 63 %, dependiendo de la especie, generalmente asociado a la limitación de nitrógeno, adición de CO2 e incremento de la intensidad luminosa, para aumentar el contenido de lípidos en la biomasa (Tabla 2).


  Diversos autores evaluaron el efecto del CO2 sobre el crecimiento y contenido celular de lípidos de microalgas, estos mostraron que la capacidad de asimilar CO2 varia con la especie y en algunas microalgas (Chiu et al., 2008; Chiu et al., 2009; Sforza et al., 2012), altas concentraciones de CO2 podrían inhibir el crecimiento celular, mientras que la adición de un 2 % al medio de cultivo de Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata (Chiu et al., 2008; Chiu et al., 2009) y de un 5 % al de Chlorella protothecoides (Sforza et al., 2012), en condiciones limitadas de nitrógeno, estimuló la productividad de los lípidos. De forma similar Tang et al., 2011a, evaluaron la capacidad de Scenedesmus obliquus y Chlorella pyrenoidosa para fijar CO2 y acumular lípidos en el intervalo de 0,03 % - 50 % de CO2 y encontraron que las dos microalgas pueden crecer en todo el intervalo estudiado, pero la mayor productividad de biomasa se presentó a 5 % y 10 % de CO2 para S. obliquus y C. pyrenoidosa respectivamente, además de que altos niveles de CO2 (> 30 %) favorecieron la acumulación de lípidos.


  Algunas especies de microalgas presentan mayor velocidad de crecimiento (Azma et al., 2011; Liu et al., 2011) y productividad de lípidos (Xiong et al., 2008; Shen et al., 2009; Shen et al., 2010; Azma et al., 2011) en condiciones heterotróficas. Entre las especies aptas para el cultivo heterotrófico, Chlorella ha sido ampliamente estudiada, en especial Chlorella protothecoides ha mostrado a nivel laboratorio, en cultivos con glucosa y bajas concentraciones de nitrógeno, valores de lípidos 3,4 veces mayores que en condiciones fotoautotróficas (Miao y Wu, 2004; Miao y Wu, 2006) y valores de productividad de lípidos entre 654 mg/l.d y 3702 mg/l.d (Xu et al., 2006; Xiong et al., 2008; Shen et al., 2009; Shen et al., 2010).


  De igual forma, Liu et al., 2011 reportaron que al cultivar células de Chlorella zofingiensis con 30 g/l de glucosa en la oscuridad, se obtuvo un rendimiento mayor de biomasa (411 %), lípidos totales (98 %) y una productividad de lípidos de 354 mg/l.d equivalente a 911 % comparado con células el cultivo fotoautotrófico, predominando los lípidos neutros, especialmente triglicéridos. De igual forma Azma et al. (2011), en un cultivo de Tetraselmis suecica creciendo en condiciones heterotróficas con un medio de cultivo optimizado, reportaron una concentración celular de 28,88 g/l, tres veces superior a la obtenida en cultivo fotoautotrófico (8,40 g/l) y el contenido de lípidos se duplicó obteniendo una productividad de lípidos de 2582 mg/l.d . Aun cuando el cultivo heterotrófico podría evitar los problemas asociados con la limitación de luz ocasionada por la alta densidad celular en fotobiorreactores grandes en cultivos fototróficos, pocas especies pueden crecer heterotróficamente, además de que este tipo de cultivo tiene varias limitaciones entre las que se pueden mencionar los problemas de contaminación en cultivos abiertos y el costo del sustrato; por esta razón algunos estudios se han centrado en la búsqueda de fuentes de carbono orgánico más económicas, como residuos orgánicos industriales o aguas residuales municipales. Xu et al. (2006), utilizaron polvo de maíz hidrolizado en lugar de glucosa para cultivar Chlorella protothecoides, lo que resultó en una alta producción de biomasa (2 g/l.d), un contenido de lípidos cuatro veces mayor que en condiciones fotoautotróficas (55,2 %) y una alta productividad de lípidos (932 mg/l.d).


  El cultivo mixotrófico también ha mostrado ser una buena estrategia para aumentar la productividad de lípidos en algunas especies de Chlorella (Liang et al., 2009; Cheirsilp y Torpee, 2012; Yeh y Chang, 2012) con el beneficio adicional de que se producen metabolitos fotosintéticos como β -caroteno, astaxantina y luteína. Liang et al., 2009 evaluaron la productividad de lípidos de Chlorella vulgaris en condiciones fotoautotróficas, heterotróficas y mixotróficas y encontraron que la velocidad de crecimiento en condiciones fotoautotróficas fue mucho menor comparada con el crecimiento heterotrófico y la mayor productividad de lípidos de 54± 2 mg/l.d se obtuvo en condiciones mixotróficas con 1 % de glucosa y luz. Por otra parte, Yeh et al. (2012) evaluaron el crecimiento y contenido de lípidos de Chlorella vulgaris en cultivo fotoheterotrófico con diferentes fuentes de carbono carbono (glucosa, fructosa, sacarosa, glicerol, acetato de sodio y ácido acético) encontrando que con ácido acético se obtuvo la mayor productividad de lípidos de 78 mg/l.d con un contenido de lípidos del 50 %.


  Recientemente Zheng et al., 2012 reportaron las ventajas de utilizar células heterótrofas como inóculo de un cultivo fotoautotrófico en estanques abiertos para la producción a gran escala de biomasa con alto contenido de lípidos de Chlorella sorokiniana; adicionalmente compararon el desempeño de cultivos fotoautotróficos y heterotróficos encontrando que la velocidad de crecimiento, la densidad celular y la productividad fueron hasta 7,4 veces mayor bajo condiciones heterotróficas.


  EFECTO DE LA LUZ


  Un aspecto importante a considerar en el cultivo de una especie microalgal, para la producción de biocombustibles, es sí la acumulación de lípidos se ve afectada por la exposición del cultivo a diferentes regímenes de luz; por lo que es necesario considerar su intensidad, su calidad espectral y la necesidad de establecer un fotoperiodo. La intensidad luminosa influye notablemente en la actividad fotosintética, el contenido de pigmentos y composición química de la microalga.


  Cultivos de Scenedesmus obliquus fueron inhibidos a valores superiores a 297,5 µE/m2.s y presentaron características similares, incluso en el perfil de ácidos grasos, a los cultivos heterótrofos, tendencia que se hizo más evidente al incrementar la cantidad de luz recibida (Gassan et al., 2009); mientras que un aumento en la intensidad de 2000 a 8000 lux (39 - 156 µE/m2.s) favoreció el crecimiento de la microalga marina Chlorella sp., pero el incremento hasta 10000 lux (195 µE/m2.s) lo disminuyó ligeramente, no así para Nannochloropsis sp. que creció en forma continua en todo el rango de luz evaluado (39 - 195 µE/m2.s) mostrando una gran capacidad de aclimatación a la luz (Cheirsilp y Torpee, 2012). De igual forma, Simionato et al., 2011 observaron tasas de crecimiento similares para Nannochloropsis gaditana en una amplia gama de irradiaciones y solo se observaron diferencias bajo condiciones extremas; los cultivos expuestos a intensidades de luz del orden de 5 µE/m2.s crecieron lentamente mientras los cultivos sometidos a valores mayores de 1200 µE/m2.s alcanzaron la fase estacionaria rápidamente y el número de células al final fue inferior.


  Con respecto al contenido de lípidos, algunos reportes evidencian que la capacidad de acumulación de lípidos se ve reforzada al aumentar la intensidad de luz en cultivos como en Haematococcus pluvialis (Damiani et al., 2010) y Nannochloropsis sp. (Rodolfi et al., 2009). En contraste, Cheirsilp y Torpee (2012) reportaron que mientras para obtener una alta concentración de biomasa de las microalgas marinas Chlorella sp. y Nannochloropsis sp., es necesario aumentar la intensidad de luz por encima de 117 µE/m2.s, intensidades de luz menores de este valor son más favorables para la acumulación de lípidos.


  Estudios realizados por Simionato et al. (2011) con Nannochloropsis gaditana, revelaron que su acumulación ocurre durante la fase estacionaria y el grado de acumulación fue muy similar para todas las irradiaciones (5 - 200 µE/m2.s), aunque a valores mayores de 1200 µE/m2.s la síntesis de lípidos se inició más temprano y en las células con una iluminación menor a 100 µE/m2.s la acumulación de lípidos duró más tiempo; concluyendo que la intensidad de la luz por sí sola no parece inducir directamente la acumulación de lípidos, pero el exceso de iluminación puede aumentar el efecto de otros factores de estrés. Tal fenómeno también fue observado por Pal et al., 2011 para Nannochloropsis sp., cuando el aumento de la intensidad de luz fue asociado a una alta salinidad y por Cheirsilp y Torpee (2012) para las microalgas marinas Chlorella sp. y Nannochloropsis sp. al conseguir doblar el contenido de lípidos cuando se cambió de cultivo en lote a lote alimentado, aumentando gradualmente la intensidad de luz.


  EFECTO DE LA TEMPERATURA


  Las variaciones de temperatura provocan cambios en la velocidad de crecimiento, en el contenido de lípidos y en la composición de los ácidos grasos en la célula, además de que los efectos son específicos para cada especie. Algunas cepas marinas como Nitzschia closterium e Isochrysis sp., tuvieron un crecimiento muy lento a 35 ºC, mientras que cul- tivos de Nitzschia closterium no crecieron a temperaturas superiores a 30 ºC o inferiores a 20 ºC y Nitzschia paleacea resultó más tolerante a una temperatura de 10 ºC (Renaud et al., 1995). Estudios realizados por Converti et al., 2009 mostraron que en cultivos de Nannochloropsis oculata al modificar la temperatura de 25 a 20 ºC el contenido de lípidos disminuyó de 13,89 a 7,9 % pero al disminuir hasta 15 ºC se incrementó nuevamente hasta 14,92 sin embargo como la tasa de crecimiento se vio afectada por los cambios de temperatura, la productividad de los lípidos no presentó variación, por el contrario el crecimiento de Chlorella vulgaris se vio afectado a temperaturas superiores a los 35 ºC y una variación en la temperatura de 30 a 25 ºC permitió un incremento en el contenido de lípidos de 5,9 a 14,7 % y como la tasa de crecimiento no se vio afectada a estas temperaturas, la productividad de los lípidos aumentó de 8 a 20 mg/l.d.


  Raghavan et al., 2008 evaluaron el efecto de la temperatura, el nivel de CO2 y la salinidad sobre el crecimiento y composición de la diatomea Chaetoceros calcitrans y encontraron que el contenido de lípidos fue mayor a temperaturas entre 20 y 25ºC y que este no se afectó por la adición de CO2 y que disminuyó al aumentar la salinidad.


  EFECTO DE LOS FACTORES OPERACIONALES


  La agitación de los cultivos de microalgas es necesaria para evitar la sedimentación celular y para asegurar su exposición uniforme a la luz y a los nutrientes, además de que favorece el intercambio de gases entre el medio de cultivo y el medio externo. Un mezclado inadecuado, reduce la productividad de biomasa y puede ocurrir muerte celular y fermentación del cultivo.


  EFECTO DE LA FASE DE CRECIMIENTO Y LA EDAD DEL CULTIVO


  Además de los factores discutidos anteriormente, la fase de crecimiento en que se encuentra el cultivo y su edad, afectan también el contenido y composición de los ácidos grasos de la biomasa. Generalmente el contenido de lípidos de las microalgas durante la fase exponencial de crecimiento es menor o igual a 15 % en base seca, porque estos compuestos solo se acumulan cuando las células están bajo condiciones de estrés fisiológico, lo cual generalmente está asociado a condiciones de limitación de nutrientes (Li et al., 2008). En cultivos de Nannochloropsis oculata se encontró que la acumulación de lípidos al pasar de la fase logarítmica a la estacionaria aumentó significativamente del 30,8 % al 50,4 % (Chiu et al., 2009).


  Se ha observado que el contenido de lípidos es mayor en la fase estacionaria de crecimiento que en la fase exponencial. Bigogno et al., 2002 determinaron en Parietochloris incisa un alto contenido de triacilgliceroles (43 % del total de ácidos grasos) en la fase logarítmica, el cual aumentó hasta 77 % en la fase estacionaria. El tiempo de incubación del cultivo no solo afecta la acumulación de lípidos en la microalga, sino que también genera un cambio gradual en la composición de ellos. En un estudio realizado con Chlorella vulgaris se observó que un tiempo mayor de incubación previo a la transferencia de las células a un medio sin nitrógeno produjo un mayor contenido de lípidos y que un tiempo mayor de permanencia en el medio sin nitrógeno incrementó el contenido de lípidos, especialmente de triglicéridos, lo cual indica que es posible obtener una mayor productividad de lípidos variando no solo el tiempo de incubación inicial en un medio de cultivo sin modificación sino también el tiempo en que la microalga permanece bajo condiciones de estrés (Widjaja et al., 2009).


  Estudios recientes sugieren un proceso para la producción de lípidos de dos etapas, en la primera las células se cultivan con suficientes nutrientes, seguido de su cultivo en condiciones limitadas de nutrientes (Rodolfi et al., 2009; Widjaja et al., 2009; Beal et al., 2010; Ho et al., 2010; Praveenkumar et al., 2012) o el uso de condiciones de estrés que incrementen el contenido específico de lípidos en cortos periodos de tiempo. Respecto a este último, diversos autores reportan que para el caso del género Nannochloropsis el incremento en la salinidad favorece la acumulación de lípidos en menos de 72 horas (Martinez et al., 2011; Pal et al., 2011), lo que en un proceso a gran escala podría considerarse como un cultivo continuo.


  Al realizar un cálculo del rendimiento de la biomasa y de los lípidos para una microalga, podríamos considerar lo publicado por Torzillo et al., 2010 para un cultivo de Nannochloropsis en condiciones a la intemperie, quienes hallaron una productividad superficial máxima de biomasa de 5,8 g/m2.d y un contenido de lípidos de 43,4 % reportado por Martinez et al., 2011 en condiciones de estrés por salinidad. Considerando 300 días de operación de planta se obtiene un rendimiento de biomasa de 17,4 t/ha.a y un rendimiento de aceite de 7,55 t/ha.a. Si los datos anteriores se comparan con el rendimiento de aceite alcanzado por el cultivo de palma (Elaeis guineensis) de 3,5 t/ha.a (Bourgis et al., 2011) se demuestra teóricamente que con el empleo de las microalgas se podría producir la misma cantidad de aceite empleando tan solo el 50 % del terreno necesario para hacerlo a partir de palma aceitera, además de que podría ser un terreno no apto para la agricultura.


  VARIACIÓN DEL PERFIL LIPÍDICO CON LAS CONDICIONES DE CULTIVO


  Debido a que las propiedades del biodiesel se ven influidas por la calidad de los lípidos a partir de los cuales se ha producido, para obtener biodiesel de calidad es necesario asegurarse que los lípidos contengan ácidos grasos de cadena larga con un bajo grado de insaturación (preferentemente los ácidos palmitoleico (16:1), oleico (18:1) y mirístico (14:0) que permitan disminuir las emisiones tóxicas y mejorar las propiedades del biocombustible (número de cetano, estabilidad oxidativa) sin comprometer sus características de flujo (punto de nube), viscosidad y lubricidad (Knothe, 2005; Chisti, 2007; Knothe, 2008; Schenk et al., 2008). La norma EN 14214 limita el contenido de ácido linolénico (C18:3) y de los ácidos poliinsaturados con cuatro enlaces dobles o más, a 12 % y 1 % respectivamente.


  Los cultivos limitados en nitrógeno mostraron una tendencia generalizada a incrementar el contenido de ácidos grasos saturados y monoinsaturados y disminuir los poliinsaturados, mientras que al aumentar la concentración de este nutriente, se observa un incremento en la proporción de ácidos grasos poliinsaturados. Así, Nannochloropsis sp. en un medio limitado en nitrógeno después de cinco días presentó un incremento en los ácidos grasos mirístico (de 0,7 % a 2,9 %), palmítico (de 4,8 % a 19,8 %), palmitoleico (de 3,9 % a 15,1 %) y oleico (de 0,7 % a 6,8 %) (Rodolfi et al., 2009) y al evaluar el efecto de la salinidad, la intensidad de luz y la disponibilidad de nitrógeno Pal et al., 2011, evidenciaron para la misma microalga la acumulación de los ácidos grasos palmítico y oleico en condiciones limitadas de nitrógeno sin importar el grado de luz o salinidad y en condiciones ricas en nitrógeno asociadas a alta intensidad de luz y salinidad; con una disminución de los ácidos grasos poliinsaturados (linoleico, araquidónico, eicosapentanoico).


  Para Chlorella vulgaris , Yeh y Chang (2012) observaron que bajo condiciones fotoautotróficas y fotoheterotróficas, la disminución del nitrógeno en el medio de cultivo tiene un importante papel en la acumulación de los ácidos grasos palmítico y oleico y la disminución los ácidos grasos poliinsaturados. En condiciones mixotróficas Chlorella vulgaris presentó un perfil de lípidos compuesto principalmente por acido palmítico y acido oleico (50 % - 62 %) independientemente de la concentración de nitrógeno en el medio. Para Scenedesmus rubescens la limitación de nutrientes al aumentar el tiempo de cultivo, claramente evidenció un aumento en el ácido oleico (de 16 % a 54 %) y la disminución en los ácidos linoleico y linolénico (Tan y Lin, 2011). Resultados similares fueron reportados por Arias y Cañizares (2011) y Arias et al., 2011a, para Scenedesmus incrassatulus al observar un aumento del 78,8 % en el contenido de acido palmítico y de 133,4 % de ácido oleico al pasar de 6 a 11 días de cultivo.


  Para Nannochloropsis sp. se evidenció un incremento en los ácidos grasos poliinsaturados (linoleico, araquidónico, eicosapentanoico, docosahexaenoico) al aumentar la concentración de nitrato y fosfato en el medio (Hu y Gao, 2006), mientras el contenido de ácido eicosapentanoico se incrementó en un medio rico solo en nitrógeno (Xu et al., 2004). En otros trabajos se estudió el efecto combinado de la fuente de carbono (bicarbonato o acetato) y los niveles de radiación en el crecimiento y perfil de ácidos grasos de la microalga marina Pavlova lutheri y se encontró que el crecimiento y la composición lipídica fueron más sensibles a las variaciones en la intensidad de luz que a la fuente de carbono; a una intensidad de luz de 20 µE/m2.s el porcentaje de los ácidos grasos saturados fue de 25,8 % y 23,9 % con bicarbonato y acetato respectivamente y al aumentar la intensidad de luz a 340 µE/m2.s los ácidos grasos saturados alcanzaron un valor de 29 % en el medio con bicarbonato y de 29,7 % el medio con acetato (Guihéneuf et al., 2009). Así mismo, en un cultivo de Nannochloropsis sp. un aumento de la intensidad de luz produjo un incremento en la productividad de la biomasa y el contenido de ácidos grasos, especialmente saturados (mirístico y palmítico) y monoinsaturados (palmitoleico y oleico) (Rodolfi et al., 2009).


  El fósforo ha presentado un efecto similar al nitrógeno. Al inicio de un cultivo de Nannochloropsis sp. se presentaron principalmente lípidos polares y esteroles y la disminución de la concentración de fósforo en el medio de cultivo provocó un aumento en el contenido lipídico de 13,2 % a 50,1 % de los cuales el 67 % fueron triglicéridos, sin embargo no se presentó un efecto benéfico en la productividad de lípidos debido al bajo crecimiento celular (Rodolfi et al., 2009). Resultados similares fueron encontrados al crecer Monodus subterraneus en diferentes concentraciones de fosfato, donde al disminuir su concentración en el medio de cultivo se incrementó el porcentaje de lípidos totales, principalmente triglicéridos (Khozin y Cohen, 2006).


  El efecto de la adición de CO2 al medio de cultivo presenta variabilidad en las microalgas, por ejemplo, para la marina Nannochloropsis sp., la adición de 2 % de CO2 estimuló la acumulación de EPA (20:5n-3) (Hoshida et al., 2005), para Chlorella vulgaris, se ha reportado que la disminución del contenido de CO2 en el medio de cultivo (de 2 % a 0,04 %) favorece la producción de ácidos grasos con mayor grado de insaturación como el ácido α-linolénico (Tsuzuki et al., 1990). Para Scenedesmus obliquus y Chlorella pyrenoidosa, Tang et al., 2011a, reportaron que independientemente del nivel de CO2 los ácidos grasos mayoritarios son de 16 y 18 carbones y altos niveles de CO2 (30 - 50 %) favorecieron la producción ácido linolénico. El perfil lipídico de Scenedesmus obliquus en medio rico en nutrientes con 10 % CO2 está compuesto por 67 % de ácidos grasos de 16 y 18 carbones y la eliminación de los nutrientes del medio de cultivo favoreció su acumulación alcanzando cerca del 90 % del total de ácidos grasos con 31 % de ácido oleico después de seis días de cultivo bajo condiciones deficientes de nutrientes (Ho et al., 2010). Para Chlorella protothecoides Xiong et al., 2008 reportaron los ácidos palmítico, oleico y linoleico como los componentes principales del aceite microalgal, representando 80 % del contenido total de FAME. Generalmente, una baja intensidad luminosa induce la formación de lípidos polares (fosfolípidos y glucolípidos), los cuales están funcional y estructuralmente asociados a la membrana celular. En contraste, las altas intensidades luminosas disminuyen el contenido de lípidos polares y estimulan la producción de lípidos de reserva, principalmente triglicéridos (Solovchenko et al., 2008).


  Con respecto a la temperatura se ha observado una relación inversa entre el porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) (Renaud et al., 1995; Jiang y Chen, 2000; Renaud et al., 2002) debido a que la célula necesita mayor cantidad de PUFA para mantener la fluidez de la membrana celular o a que las bajas temperaturas conducen a un alto nivel de oxígeno molecular intracelular, lo cual mejora la actividad de las enzimas desaturasa y elongasa que participan en la biosíntesis de PUFA (Jiang y Chen, 2000). Renaud et al., 1995 y Renaud et al., 2002 en sus investigaciones con Isochrysis sp., Nitzschia closterium, Nitzschia paleacea, y cuatro especies de microalgas australianas Isochrysis sp., Rhodomonas sp., Cryptomonas sp. y Chaetoceros sp. encontraron altos niveles de PUFA a las temperaturas de crecimiento más bajas.


  CONCLUSIÓN


  A la luz de las investigaciones realizadas en las últimas dos décadas, el interés en el cultivo de microalgas como fuente potencial de lípidos para la producción de biodiesel de tercera generación es global, tanto en los países desarrollados como en los de economías emergentes. En el ambiente de laboratorio las microalgas han mostrado potencial debido a su alto contenido y productividad de lípidos, por lo que su rendimiento de aceite es mayor comparado con el de las plantas oleaginosas. Sin embargo, a pesar de los resultados prometedores que se han obtenido, para producir comercialmente el biodiesel a partir de microalgas, es necesaria más investigación para la producción masiva de las especies identificadas como potenciales, por su alta productividad de lípidos y su adecuado perfil de ácidos grasos.


  Debido a la gran variabilidad de las respuestas que presenta cada especie a determinadas condiciones de cultivo, no existe una cepa ideal, sin embargo las más estudiadas y con potencial reconocido pertenecen a los géneros Chlorella , por su facilidad para crecer bajo condiciones autotróficas, heterotróficas y mixotróficas, en especial por su capacidad de desarrollarse en oscuridad total consumiendo una fuente orgánica de carbono, alcanzando altas productividades de lípidos; Scenedesmus, por su perfil lipídico rico en ácidos grasos saturados y monoinsaturados, su capacidad para utilizar los nutrientes presentes en las aguas residuales y su tolerancia a concentraciones elevadas de CO2; Nannochloropsis, por su capacidad de adaptación a altas intensidades de luz y su acumulación de lípidos en periodos breves de tiempo, en condiciones de alta salinidad; Nannochloris, Dunaliella y Tetraselmis por su alto contenido de lípidos y su tolerancia a altas concentraciones de salinidad; Neochloris, por su alto contenido de lípidos en condiciones de alta intensidad de luz.


  Debido a la gran variación de la productividad y del perfil lipídico de las microalgas en función de las condiciones de cultivo, sería conveniente mezclar aceites producidos por diversos géneros de microalgas, para asegurar el cumplimiento de las normas internacionales de calidad establecidas para el biodiesel. Finalmente, independientemente de la especie seleccionada para obtener lípidos que eventualmente puedan ser convertidos a biodiesel, el objetivo final es desarrollar un proceso rentable y económico para estar en posibilidades de competir con los combustibles fósiles. Debido a esto, se ha sugerido establecer un proceso que permita la producción de biodiesel y el aprovechamiento de otros coproductos obtenidos tanto a partir de la biomasa como del proceso de transesterificación.
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  RESUMEN


  Se realizó un análisis biogeográfico basado en los peces Characiformes de Venezuela con el objetivo de explorar la importancia relativa de los procesos que han contribuido con el establecimiento de los patrones de distribución actuales de la ictiofauna continental venezolana. La información geográfica y filogenética disponible se analizó siguiendo los métodos de Análisis de Parsimonia de Endemismos (PAE) y Análisis de Parsimonia de Brooks (BPA). El PAE señaló fundamentalmente a los Llanos Occidentales y el sur del Amazonas como áreas de endemismo. El BPA realizado con la información filogenética de siete géneros mostró un patrón generalizado con los clados (Caribe + Maracaibo) y ((((Río Negro+Orinoco) + Paria) + Valencia) + Cuyuní), donde se destaca un evento de dispersión desde la cuenca del río Negro hacia el río Orinoco. Los resultados de ambos métodos biogeográficos indican que la región de los llanos - amazonas, donde se conjugó la biota del incipiente Orinoco con la biota amazónica, contiene el mayor número de especies, las áreas de endemismo mejor sustentadas, así como distintos eventos de especiación y posterior dispersión hacia otras regiones. La biota de la región nortecostera del país parece más bien gobernada por procesos de especiación vicariante de carácter puntual por el aislamiento histórico de sus drenajes.
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  ABSTRACT


  Based on the information available on fishes of the order Characiformes of Venezuela a biogeographical analysis was performed to explore the relative importance of the processes that may have contributed to the establishment of current distribution patterns of the Venezuelan continental ichthyofauna. Geographic and phylogenetic information available for this group of fishes was analyzed by Parsimony Analysis of Endemicity (PAE) and Brooks Parsimony Analysis (BPA). PAE uncovered the western plains and southern Amazonas as areas of endemism. BPA, using the phylogenetic information of seven genera, showed a general pattern with two major clades (Caribbean + Maracaibo) and ((((Rio Negro + Orinoco River) + Paria) + Valencia) + Cuyuní), where the proposed hypothesis highlights a dispersion event from the Rio Negro basin to the Orinoco River. The results indicate that the plains-Amazonas region, where the Amazon biota mixed with that of the incipient Orinoco s biota, contains the largest species richness, areas of endemism, and well as many speciation events with posterior dispersion to other regions of Venezuela. The biota of the northern coastal region in turn seems rather governed by punctual vicariant speciation processes, which may have been conditioned by the historical isolation of the basins draining this region.
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  INTRODUCCIÓN


  El estudio del origen y la distribución de las biotas constituyen tópicos de gran relevancia en las investigaciones biológicas, pues facilitan la comprensión de los procesos pasados y presentes que generan los patrones de distribución actuales. La interpretación de estos procesos usualmente requiere información proveniente de la genética molecular, la geología, la genética de poblaciones, la filogenia, la demografía, la ecología y la biogeografía histórica (Nelson y Platnick, 1981; Avise et al., 1987; Cracraft y Prum, 1988; Cracraft ,1994; Avise, 1998; Zink et al., 2000; Zink, 2002; McDowall, 2004). En este sentido, los peces dulceacuícolas primarios neotropicales constituyen elementos ideales para ensayar modelos biogeográficos, porque están restringidos a los ríos y numerosos cuerpos de agua dulce de la región y además, forman parte importante de una biota altamente diversa representada por componentes Laurásicos y Gondwánicos (Lomolino et al., 2006). Como consecuencia, son numerosas las hipótesis que se han propuesto para explicar el origen y diversificación de la ictiofauna dulceacuícola de la región, entre las que destacan: 1) las transgresiones marinas del Mioceno Temprano (Lovejoy et al., 1998; Lovejoy et al., 2006); 2) las elevaciones de sistemas montañosos y el tiempo de aislamiento de drenajes transandinos (Albert et al., 2006); 3) las conexiones históricas que permitieron la dispersión entre drenajes (Hubert y Renno, 2006; Hubert et al., 2007a); 4) los refugios originados durante el Pleistoceno (Hubert et al., 2007b) y 5) los cambios de curso, eventos de captura y divisoria de aguas de los grandes ríos de América del Sur (Lundberg et al., 1998).


  Esta última propuesta cobra especial relevancia cuando se analiza la formación de las cuencas hidrográficas que propone Mago Leccia (1970) para Venezuela (Fig. 1), donde han ocurrido una serie de eventos geológicos acompañados por diferentes divisorias y capturas de aguas. Esta historia geomorfológica e hidrológica continental venezolana, documentada por diferentes autores (Díaz de Gamero, 1996; Lundberg et al., 1998; Lasso et al., 1898, Lasso et al.,1990; Albert et al., 2006), podría resumirse como sigue: 1) las cuencas de los actuales ríos Magdalena y Orinoco formaban parte de la gran cuenca del paleo-Amazonas-Orinoco (67 - 61 Ma.); entre el Terciario temprano (60 - 43 Ma.) y el Oligoceno temprano (43 - 30 Ma.) se ha establecido la presencia de un “primer río Orinoco”, que fluía en dirección oeste este, flanqueando el borde sur de la Serranía Oriental de la Cordillera de la Costa y el borde norte del Escudo Guayanés, en territorio venezolano; 2) luego de varios eventos de regresiones marinas en el norte de Suramérica y elevaciones de los Andes en Colombia y Venezuela, comenzaron los procesos de divisoras de aguas de las cuencas de los ríos Magdalena, Orinoco y Amazonas. Hace aproximadamente 10 Ma. se formó el río Magdalena y hace 8 Ma. se establecieron los patrones de drenaje oeste este de los actuales ríos Amazonas y Orinoco; 3) para esta misma época, se aislaron los ríos Magdalena y Orinoco, y este último drenaba hacia la región que actualmente comprende la cuenca del Lago de Maracaibo; con el último levantamiento de la Cordillera de los Andes en Venezuela, se aisla la cuenca del Lago de Maracaibo del resto de las cuencas hidrográficas del país; 4) el río Orinoco adquirió su cauce principal actual luego de capturar drenajes del piedemonte andino y del Escudo Guayanés, el cual mantenía contacto con la cuenca del Amazonas mediante la cuenca de río Negro (Brazo Casiquiare); 5) se estableció una posible conexión recientemente, entre las cuencas de los ríos Orinoco (cabeceras del río Caroní) y Cuyuní, por procesos tectónicos en la región; 6) las cuencas del lago de Valencia y del río Orinoco se asilaron hace escasos 400 años, debido al descenso de la cota máxima del lago de Valencia. Como ejemplo de evidencias de antiguas conexiones hidrográficas de cuencas venezolanas con otras cuencas vecinas en Colombia, Brasil y las Guyanas, Rodríguez Olarte et al.(2011) han señalado una mayor afinidad ictiológica entre las cuencas del Magdalena (Colombia) y Maracaibo (Venezuela) que entre las cuencas venezolanas de Maracaibo y Orinoco.
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  Dentro de la ictiofauna de Venezuela, el Orden Characiformes constituye el grupo dominante en cuanto a número y diversidad de especies, integrado en su mayoría por peces dulceacuícolas primarios. En Venezuela, el Orden cuenta con 14 familias para algunas de las cuales se ha determinado la condición de monofilia, pero existiendo todavía gran controversia y argumentos que apuntan hacia la condición no monofilética de los grupos más numerosos y diversos, por ejemplo la familia Characidae, representada por 10 subfamilias y al menos 35 géneros reportados como Incertae sedis (Lasso et al., 2003; Lima et al., 2003). Con base en los planteamientos anteriores y siguiendo los criterios y metodologías biogeográficas, el objetivo general de este trabajo fue explorar la importancia relativa de los procesos vicariantes o de dispersión que posiblemente contribuyeron con el establecimiento de los patrones actuales de la ictiofauna continental venezolana, tomando como modelo de estudio las especies pertenecientes al Orden Characiformes.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  En el presente estudio se incluyeron todas las especies válidas que constituyen el Orden Characiformes en territorio venezolano. Para la definición de sus patrones de distribución geográfica se revisó la información disponible en el Museo de Biología de la Universidad Central de Venezuela (MBUCV), se extrajo la información de trabajos publicados sobre inventarios en el ámbito nacional e internacional (Mago Leccia, 1970; Rodríguez y Lewis, 1990; Machado Allison et al., 2000; Weitzman y Weitzman, 2003; Lima et al., 2003; Lasso et al., 2003; Lasso et al., 2004; Rodríguez Olarte, 2005; Rodríguez Olarte, 2006a; Rodríguez Olarte, 2006b; Rodríguez Olarte, 2009; Pérez y Taphorn, 2009) y adicionalmente se consultó la base de datos de acceso libre por internet Fishbase.


  Para la determinación de las áreas de endemismo, se utilizó el método de Análisis de Parsimonia de Endemismos (PAE, por su sigla en inglés) con delimitación de cuadrículas (Morrone, 1994) y para las cuencas hidrográficas continentales definidas por Mago-Leccia (1970) para el territorio venezolano. Este método permite clasificar áreas o localidades (análogo de taxones) por sus taxones compartidos (análogo de caracteres) de acuerdo con la solución más parsimoniosa (Morrone y Crisci, 1995; Lomolino et al., 2006; Posadas et al., 2006). En el primer caso se delimitaron 22 cuadrículas de igual tamaño (200 x 200 km) que abarcaron prácticamente todo el territorio de Venezuela, mientras que en el segundo se trabajó con siete cuencas. Tal como lo establece el método sobre las Cuadrículas (referidas en adelante como áreas) y las cuencas se ubicaron geográficamente todas las especies pertenecientes a los grupos seleccionados para el estudio (Orden Characiformes) y se asignaron los códigos “0” para ausencia y “1” para presencia, de manera de generar matrices de áreas x taxón y cuenca x taxón. Para completar las matrices se añadió un área donde teóricamente no se encuentra ninguna de las especies (código “0” para todas), funcionando como “área externa” (análogo de outgroup o grupo externo). Con base en las matrices construidas de área x taxón y cuenca x taxón, se llevó a cabo el análisis cladístico de máxima parsimonia, mediante el programa Phylip versión 3.67, subrutina mix (método mixto de parsimonia de caracteres discretos 1 - 0) para el cálculo de todos los posibles árboles y consense para obtener el árbol de consenso estricto en los casos que se obtuviese más de un árbol igualmente parsimonioso.


  Para el Análisis de Parsimonia de Brooks (BPA por su sigla en inglés), primario y secundario se seleccionaron siete géneros de Characiformes cuya filogenia ha sido establecida por diferentes autores: Prochilodus y Semaprochilodus (Familia Prochilodontidae; Castro y Vari, 2004), Boulengerella (Familia Ctenoluciidae; Vari, 1995), Caenotropus (Familia Chilodontidae; Vari et al., 1995), Gephyrocharax (Familia Characidae; Bonilla y López, manuscrito en preparación) y Curimata y Steindachnerina (Familia Curimatidae; Vari, 1989; Vari,1991). BPA-primario: siguiendo la metodología detallada en Brooks et al.(2001), Bouchard y Brooks (2004) y Lomolino et al. (2006), se obtuvo el cladograma general de áreas a fin de establecer el posible patrón general de relaciones entre las áreas en estudio (BPA primario). Para ello, se elaboró una matriz en código binario (“0” ausencia; “1” presencia) de área x carácter, a partir de la enumeración de cada especie (taxones terminales) y sus ancestros comunes más recientes (ramas internas) sobre el cladograma de relaciones filogenéticas de cada género. Aquellas áreas que carecían de miembros de algún clado se codificaron como datos faltantes y se representaron en la matriz con el símbolo “?”. Seguidamente, se sustituyó cada taxón (especie) por el(las) área(s) geográfica(s) donde se localiza y se obtuvo el cladograma general de áreas, donde se distribuyeron los caracteres (taxones y ancestros). Esta distribución de caracteres permitió identificar en primera instancia las posibles inconsistencias (homoplasias) en las relaciones entre las áreas en estudio. BPA - secundario: este análisis parte del cladograma general de áreas generado en el BPA primario, determinando el número mínimo de duplicaciones de áreas necesarias para cubrir todas las homoplasias identificadas. Este procedimiento permite resolver todas las ambigüedades que se detectaron durante el análisis de parsimonia, generando una nueva matriz que contiene las áreas originales y las duplicadas, para construir el cladograma general de áreas definitivo, el cual debe reflejar la propuesta de los eventos evolutivos que lo explican. Los cladogramas de área se construyeron mediante los programas Phylip 3.67 (subrutinas mix y consense) y PAST 2.07 (subrutina parsimony analysis), a los fines de determinar los árboles más parsimoniosos y sus correspondientes índices de consistencia.


  RESULTADOS


  Sobre el mapa de Venezuela dividido en 22 cuadrículas (Fig.2) se muestra la abundancia de las especies en estudio, donde se observa la elevada concentración de especies de Characiformes hacia las regiones de los Llanos y el Amazonas. Es importante hacer notar que, inclusive en las cuadrículas de menor densidad de especies, el valor puede llegar hasta 50 especies. La matriz binaria de área x taxón empleada para PAE-Cuadrículas incluyó 404 especies, porque se excluyeron las especies presentes en una única cuadrícula (53 taxones).
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  El análisis de parsimonia realizado con esta matriz arrojó cuatro árboles igualmente parsimoniosos, por lo que se determinó un árbol de consenso estricto que resultó con un índice de consistencia de 0,37 (Fig. 3A); sobre este árbol se determinaron las áreas de endemismo apoyadas por la presencia compartida (sinapomorfías) sin ambigüedades (homoplasias) de dos o más taxones. Se definieron cinco agrupaciones o clados que pueden ser considerados como áreas de endemismo, donde tres de ellas estarían bien sustentadas por contar con cinco o seis taxones compartidos sin ambigüedades, correspondientes a los clados (13 + 14) de los ríos Cinaruco y Capanaparo + Meta y Suapure, (21 + 18) + 22) de la región sur del Amazonas ((Ventuari + río Negro)+ Alto Orinoco) y (16 + 20) de la cuenca del río Caroní. Las otras dos áreas endémicas, mínimamente sustentadas con dos sinapomorfías, serían los clados (19 + 15) de la cuenca del río Caura y la región conformada por dos clados (13 + 14) + ((7 + 8) +9) que incorpora los ríos Cinaruco, Capanaparo, Meta y Suapure + Apure, principalmente. La lista de sinapomorfías que definen las áreas de endemismo en el análisis por áreas se presentan en el Anexo 1. Teniendo en cuenta la distribución geográfica de las especies de caraciformes en las cuencas hidrográfica del país (PAE-Cuencas), la matriz se redujo a siete cuencas y por lo tanto, también se redujo el número de especies incluidas a 257, debido a la exclusión de los taxones presentes en una sola cuenca. La subrutina mix del programa Phylip arrojó un único árbol con índice de consistencia 0,68 (Fig. 3B; Anexo 2). En el cladograma de área obtenido se determinaron cuatro áreas de endemismo: (Orinoco + río Negro) definida por 111 sinapomorfías, ((Orinoco + río Negro) + Cuyuní) sustentada por 23 especies compartidas sin ambigüedades, (((Orinoco + río Negro) + Cuyuní)) + Paria) con siete sinapomorfías y Valencia + Caribe con dos sinapomorfías. La cuenca del lago de Maracaibo no conformó ningún área de endemismo con otra(s) cuenca(s) del país.
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  En la figura 4 se muestran los esquemas de relaciones filogenéticas propuestos por diversos autores para los siete géneros seleccionados para el Análisis de Parsimonia de Brooks, así como su distribución por cuencas hidrográficas del país. Las especies fueron numeradas en orden consecutivo, comenzando por los taxones terminales y siguiendo con los ancestros hipotéticos. El orden de los géneros fue aleatorio, para un total de 46 taxones. Para este análisis sí se tomaron en cuenta aquellos taxones presentes en una sola localidad (cuenca). En el Anexo 3 se presenta la matriz de presencia/ausencia (código binario) para los 46 taxones analizados (27 especies actuales y 19 ancestros hipotéticos); el análisis de parsimonia para esta matriz arrojó nueve árboles igualmente parsimoniosos con índice de consistencia de 0,88, por lo que se determinó un árbol de consenso por mayoría para el cladograma general de área, que se considera como la hipótesis del patrón general de distribución geográfica de la biota de la región. Sin embargo, debido a la condición puramente homoplásica de los taxones presentes en la cuenca del lago de Valencia, se realizó un análisis extrayendo, cada vez, una de las cuencas analizadas y observando el nuevo cladograma general de áreas producido, a fin de detectar las posibles alteraciones de este patrón general. Los resultados señalaron alteraciones en el patrón general cuando se extrajeron todas las cuencas menos las del lago de Valencia y del río Cuyuní.


  [image: ]


  Con base en estos resultados, se trabajó con un nuevo cladograma general de áreas de seis cuencas hidrográficas (árbol único; CI = 0,88), sin el lago de Valencia (Fig. 5A), porque, a diferencia del Cuyuní, esta cuenca no presentó caracteres (especies) que la definan como una cuenca diferente de la del río Orinoco. Al obtenerse 14 incongruencias que falsifican la hipótesis nula de vicarianza simple, se realizó un análisis de BPASecundario sobre el cladograma de la figura 5A, que mantuvo a la cuenca del río Cuyuní como parte del patrón general (cuenta con el taxón 16 como autapomorfía). Siguiendo la metodología propuesta por Brooks et al. (2001) se duplicaron todas aquellas áreas que fuesen necesarias, a fin de eliminar completamente las incongruencias (homoplasias). Este procedimiento arrojó un nuevo cladograma general de áreas (Fig. 5B) que contiene el patrón general y las posibles explicaciones a la conformación del mismo y una matriz de distribución geográfica de los taxones en las regiones originales y duplicadas (líneas punteadas) con las relaciones filogenéticas representadas en código binario (Anexo 4). Las áreas duplicadas solo una vez fueron las cuencas de río Negro, Caribe y Maracaibo. Las áreas duplicadas dos veces correspondieron a las cuencas de Paria y Cuyuní, mientras que la cuenca del Orinoco se duplicó tres veces. Las duplicaciones de áreas se realizaron siguiendo un criterio filogenético, de manera de ubicar en lo posible, dentro del mismo clado duplicado a las especies de cada género. Por ejemplo, todas las especies del género Gephyrocharax y sus ancestros hipotéticos (20 - 24) se ubicaron en las áreas duplicadas dentro del clado original (CARIBE 1 + MARACAIBO 1).
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  DISCUSIÓN


  Los resultados del PAE mostraron un mayor índice de consistencia de los cladogramas de área obtenidos por el PAE-Cuencas respecto al PAE-Cuadrículas, sin embargo, se observó un elevado nivel de coincidencia entre ambos al destacar las fuertes relaciones obtenidas para las zonas del río Negro y Alto Orinoco, así como de los Llanos Occidentales y Centrales. También es notoria la carencia o mínima conectividad de las zonas del Caribe y de Maracaibo con el resto del país. Tal como se desprende del análisis de cuencas, Orinoco + río Negro está definida como área de endemismo por un gran número de taxones compartidos sin ambigüedades (111), en contraposición con dos sinapomorfías que unen al clado Valencia + Caribe. Este análisis también muestra claramente la separación de la región norte - costera del país (cuencas del lago de Maracaibo, Valencia y Caribe) del resto del territorio nacional (cuencas del Orinoco, río Negro, Cuyuní y Paria), así como el bajo nivel de áreas endémicas del primer grupo respecto al segundo. Recientemente se ha llamado la atención acerca de las diferencias que se obtienen en los resultados del PAE dependiendo de la elección de las áreas mínimas de estudio. Por ejemplo, Hausdorf (2002) y Nihei (2006) señalan que el tamaño de las cuadrículas influye en el número de áreas de endemismo establecidas, así como indican que las cuadrículas son áreas artificiales y que por lo tanto no serían representativas en un análisis de interrelación de biotas. Esto ha conllevado a que la mayoría de los investigadores sean partidarios de elegir regiones o áreas naturales como unidades mínimas de análisis o mejor aún, áreas que hayan sido previamente identificadas con base en riqueza de especies o especies endémicas. Sin embargo, el tamaño y la delimitación de regiones o áreas naturales pueden influir en los resultados. Igualmente, el concepto de área de endemismo aplicado al PAE ha sido puesto en duda, porque se argumenta que el término se confunde con el de especie endémica; mientras que una especie endémica es aquella que es propia o exclusiva de una localidad, las áreas de endemismo se definen con base en dos o más especies compartidas sin ambigüedad.


  El Análisis Primario de Parsimonia de Brooks (BPAprimario), basado en la información filogenética de siete géneros, mostró un patrón generalizado con (Caribe+Maracaibo) y (((río Negro+Orinoco)+Paria)+Cuyuní). Es interesante resaltar que la cuenca del lago de Valencia no presentó caracteres (especies) que la definan como una cuenca diferente de la del río Orinoco. Estos géneros mostraron una combinación de las categorías propuestas por Brooks et al.(2001), como casos posibles en un BPA-secundario: la mayoría de los clados coinciden con la categoría de “múltiples clados con especies ampliamente distribuidas”, por ejemplo, el género Caenotropus se ajusta más a la categoría de “clado con especies que indican diferentes relaciones de área”. Además, también son comunes los clados no representados en algunas cuencas, por ejemplo, el género Gephyrocharax es el de más amplia distribución y, sin embargo, está ausente completamente de la cuenca de río Negro. Un punto importante a considerar en el BPA es el nivel de resolución del esquema de relaciones filogenéticas del grupo en estudio.Por ejemplo, el cladograma del género Curimata, muestra un esquema no resuelto, donde las especies no discriminadas, Curimata cyprinoides y Curimata incompta, se encuentran en la cuenca del río Orinoco, pero la primera también está presente en la cuenca del Paria y la segunda en la del río Negro. Esta carencia de resolución trajo como consecuencia la duplicación extra de las cuencas del Orinoco (ORINOCO 2) y Paria (PARIA 2) tratando de mantener al género en un único clado duplicado, condición que no se logró completamente. Para aquellos géneros cuya filogenia estaba bien resuelta, la metodología funcionó sin mayores inconvenientes a los fines de proponer una hipótesis biogeográfica. Ahora bien, las interpretaciones biogeográficas, bien sean dentro del contexto de la panbiogeografía o de la biogeografía cladística, deben centrarse en el conocimiento de la historia geomorfológica de la región en estudio; al respecto, Croizat (1976) postuló que “la Tierra y la vida evolucionan en conjunto”.


  Teniendo en cuenta el resultado del análisis de BPA primario y secundario, las áreas de endemismo definidas mediante el PAE, las edades de formación de las cuencas hidrográficas venezolanas [Escudo Guayanés río Negro > Caribe Central Paria > lago de Maracaibo > Caribe Occidental Caribe Oriental > Orinoco (Llanos y Delta) > Lago de Valencia], la distribución geográfica de las especies en estudio y las conexiones históricas con el resto de las grandes cuencas suramericanas (Magdalena, Amazonas y las Guyanas), se presenta en la Tabla 1 una propuesta de los eventos que determinaron los patrones biogeográficos de los siete clados de caraciformes seleccionados. En líneas generales destaca una gran proporción de taxones (13 de 27) para los cuales se sugiere un proceso de dispersión biótica desde la cuenca del río Negro hacia el río Orinoco, cinco taxones que aparentemente se han originado vía procesos de especiación vicariante en la cuenca del río Orinoco con dispersiones hacia las cuencas del Caribe, Paria y Cuyuní, dos procesos de especiación en la cuenca del Caribe y dos especies con origen en la del lago de Maracaibo. Es importante señalar que en esta propuesta no se ha contemplado la posibilidad de extinciones secundarias.
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  Con base en un análisis de ordenamiento (UPGMA) de 33 familias de peces dulceacuícolas reportados para en las cuencas hidrográficas al norte de Suramérica, Rodríguez Olarte et al.(2011) definieron cinco unidades biogeográficas dentro del territorio venezolano: Maracaibo, Caribe Occidental, Caribe Central, Caribe Oriental y Orinoco; sus resultados mostraron una mayor afinidad entre Orinoco y Caribe Oriental (incluyendo Paria) con respecto al resto de los drenajes caribeños y magdalénicos (Maracaibo) localizados hacia el oeste venezolano. Esta disminución en sentido este oeste de la afinidad biótica entre el Orinoco y las cuencas caribeñas, coincide con lo encontrado en el presente trabajo donde se señala una baja conectividad entre Maracaibo y Orinoco, así como una biota compartida recientemente entre Paria y Orinoco (PAE Cuencas). Adicionalmente, de acuerdo con el BPA secundario, se reportan aquí taxones para los cuales se postula un origen vía dispersión desde el Orinoco hacia el Caribe Oriental/Paria. De constituir esta propuesta un patrón general, este proceso dispersivo pudiese explicar la mayor afinidad Orinoco - Caribe Oriental, debido a la conectividad de las cuencas del Orinoco bajo con algunos drenajes del Caribe Central y Oriental durante su cambio de curso hasta la formación del delta actual.


  En resumen, los resultados de los distintos métodos biogeográficos empleados en este trabajo indican que la región de los Llanos - Amazonas, donde se conjugó la biota del incipiente Orinoco con la biota amazónica, contiene el mayor número de especies, las áreas de endemismo mejor sustentadas, así como distintos eventos de especiación y posterior dispersión hacia otras regiones. Adicionalmente, el mayor número de especies endémicas se localizó en la región del Ventuari - Atabapo y ríos cercanos. La diversificación de la biota de la región norte - costera del país, parece más bien gobernada por procesos de especiación vicariante de carácter puntual, posiblemente condicionado por el aislamiento histórico de los drenajes que la conforman. La información que genera este tipo de estudios es sumamente importante, no solo desde el punto de vista puramente científico sino también con altísimo auge actual en la solución de problemas de conservación de los recursos bióticos de la nación, al permitir identificar áreas prioritarias para la conservación de la diversidad biológica. De allí la inminente necesidad de desarrollar prontamente diversos estudios que se enfoque en el origen y diversificación de la biota del país, desde el punto de vista filogenético - evolutivo, con aplicaciones a diferentes escalas e intereses.
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  RESUMEN


  Se evaluó el efecto del hidrocarburo policíclico aromático fenantreno sobre el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris bajo condiciones de laboratorio. Las microalgas fueron expuestas a diferentes concentraciones de fenantreno (0, 1, 10, 100, 1000 y 10000 µg/l). El tiempo de exposición fue de 72 h, determinándose diariamente la densidad algal mediante recuento en cámara de Neubauer. Se determinó la tasa promedio de crecimiento, la biomasa total y el porcentaje de inhibición de la biomasa. También se evaluó el contenido de clorofila a, al inicio y final del experimento. Los ensayos fueron realizados en recipientes de vidrio de 0,4 l, utilizando como medio de cultivo fertilizante inorgánico del complejo NPK (REMITAL® m – 17-6-18) a razón de 1 g/l. Los resultados mostraron que el fenantreno inhibió progresivamente el crecimiento de la microalga, observándose el menor crecimiento celular en el medio con la mayor concentración de fenantreno, el cual alcanzó un porcentaje de inhibición del crecimiento del 59 %. Las tasas de crecimiento diario se mantuvieron relativamente constantes en los demás tratamientos. La concentración de clorofila a, medida mediante espectrofotometría, no se afectó por las diferentes concentraciones del hidrocarburo. En conclusión, el crecimiento de la microalga C. vulgaris puede afectarse negativamente por la exposición a concentraciones nominales superiores a 1 µg/l de fenantreno.


  Palabras clave: biomasa, clorofila, hidrocarburo, microalgas, toxicidad.

  


  ABSTRACT


  The effects of the polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene on the growth of Chlorella vulgaris alga were evaluated under laboratory conditions. The algae were


  exposed during 72 h to different concentrations of phenanthrene (0, 1, 10, 100, 1000 and 10000 µg/l). The alga density was daily determined by a Neubauer chamber. The average growth average, total biomass and inhibition percentage of the biomass were also determined. In addition, the content of chlorophyll a was determined at the beginning and the end of the experiment. The assays were carried out in glass bottles of 0,4 l using the complex NPK (REMITAL® m – 17-6-18) at 1 g/l as an organic fertilizing. The results showed that phenanthrene inhibited progressively the alga growth being the lowest cellular growth observed in the medium with the highest phenanthrene concentration, reaching an inhibition percentage of 59 %. In the other treatments, the daily growth rate was relatively constant. The chlorophyll a concentration evaluated by spectrophotometry was not affected by the phenanthrene concentration. In conclusion, the growth of the alga C. vulgaris was affected negatively by the exposure to nominal concentrations of the polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene higher than 1 µg/l.


  Keywords: biomass, chlorophyll, hydrocarbon, microalgae, toxicity.

  


  INTRODUCCIÓN


  Durante las últimas décadas, las diferentes actividades antropogénicas han generado un deterioro progresivo en los ambientes naturales, siendo los cuerpos de agua uno de los ecosistemas más afectados. Dentro de las fuentes de contaminación, los desechos generados por la extracción de petróleo, son causales potenciales de contaminación ambiental (Gómez y Ramírez, 2004). Colombia posee una alta riqueza petrolera y por ende una alta explotación de este mineral; no obstante, son casi nulos los estudios orientados a determinar los efectos que compuestos derivados del petróleo ocasionan en organismos acuáticos.


  Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) son compuestos generados durante la destilación de la madera, el funcionamiento de las obras de gas, las refinerías de petróleo, el escurrimiento de pavimentos asfálticos, las emisiones vehiculares, los derrames de petróleo y la combustión incompleta de combustibles fósiles y de materia orgánica (Canet et al., 2001; Tang et al., 2005), los cuales se encuentran en el ambiente como mezclas complejas de diferentes sustancias químicas, generalmente constituidas por dos a diez anillos aromáticos (Hylland, 2006). Estas sustancias son consideradas tóxicas para los organismos con efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinógenos (Gelboin, 1980; Lehr y Jerina, 1997; Henkler et al., 2012). El fenantreno es uno de los hidrocarburos más frecuentes en el ambiente (Shimada et al., 2004; Nizetto et al., 2008), clasificado por la US Enviromental Protection Agency (EPA) como un contaminante prioritario que contribuye con más del 49 % del total de HAPs en el ambiente, y considerado junto con el fluoranteno y pireno, como los principales hidrocarburos contaminantes atmosféricos (Orli ski, 2002; Shimada et al., 2004). Al ser un hidrocarburo aromático pequeño (tres anillos aromáticos), el fenantreno se emplea frecuentemente para desarrollar estudios sobre el metabolismo de hidrocarburos aromáticos policíclicos con efecto carcinogénico (Pelkonen y Nebert, 1982; Narro et al., 1992). La toxicidad y letalidad de los HAPs se ha determinado para algunas especies de organismos terrestres y para una gran variedad de organismos acuáticos, tales como copépodos, anfípodos y otros organismos zooplanctónicos, macroalgas, microalgas, gusanos de arena, cangrejos, camarones y algunas especies de peces como trucha (Oncorhynchus mykiss), Chinook salmón (O. tshawytscha), catfish (Ictalurus punctatus) y salema (Sarpa salpa), eelpout (Zoarces viviparous), entre otras (Reynaud y Deschaux, 2006).


  Los resultados de los monitoreos de la calidad de agua utilizada en los procesos de extracción de hidrocarburos, indican que en la región de la Orinoquia colombiana los niveles de fenantreno pueden llegar hasta 134 µg/l en el agua residual asociada a la producción. Sin embargo, una vez esta agua es sometida a los tratamientos establecidos en los campos petroleros, estas concentraciones de fenantreno bajan a valores no detectables (<0,22 µg/l), aunque en ocasiones se han reportado concentraciones cercanas a 7 µg/l (datos no publicados). Uno de los factores que sustentan el uso de algas en los bioensayos es su abundancia en los ecosistemas acuáticos. Si estos microorganismos se ven afectados por una sustancia tóxica, el ecosistema circundante percibe la falta de esa fuente de alimento (Wang y Zheng, 2008). Entre las microalgas utilizadas en ensayos de toxicidad encontramos las algas verdes como Scenedesmus sp., que ha sido utilizada como bioindicador para valorar los efectos del petróleo o efluentes derivados de su extracción, reportando una disminución en la concentración de clorofila a, en el porcentaje de materia seca, en la densidad celular o la tasa de crecimiento (Aguilar et al., 2010; Gómez y Ramírez, 2004). Por su parte, algas marinas expuestas a concentraciones de 5 a 1000 µg/l de fenantreno han presentado disminución en la tasa de crecimiento de manera proporcional a la concentración (Echeveste et al., 2010). Chlorella vulgaris se ha usado eficientemente para evaluar el efecto de HAPs, al respecto, se han observado efectos negativos en su estructura celular debido a la exposición a fluoranteno (Yu et al., 2013), así como daño oxidativo de las algas por exposición a concentraciones inferiores a 10 mg/l de naftaleno (Kong et al., 2010); no obstante, no se conocen reportes de toxicidad de fenantreno en C. vulgaris. Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular, frecuentemente utilizada como bioindicador debido a su alta sensibilidad a sustancias tóxicas (Ma et al., 2004) y a su facilidad de cultivo en el laboratorio. Además, es muy sensible a los cambios en su entorno, presenta un ciclo de vida corto facilitando la evaluación de los efectos tóxicos sobre varias generaciones. Sumado a esto, C. vulgaris ha sido identificada como el alga ideal para realizar pruebas de inhibición del crecimiento con bioensayos de duración de 72 h, según las normas de la Organización para la Cooperación Económica y el Desarrollo (OECD, 2011). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del hidrocarburo aromático policíclico fenantreno sobre el crecimiento de la microalga C. vulgaris, bajo condiciones de laboratorio en la Orinoquia Colombiana.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  LOCALIZACIÓN Y DESCRIPCIÓN DEL ÁREA DE ESTUDIO


  La investigación se llevó a cabo en el laboratorio de producción de alimento vivo del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado a 12 km de la ciudad de Villavicencio, Colombia. La altura promedio es de 418 msnm, con una temperatura máxima de 33,3 °C y una temperatura mínima promedio de 18,8 ºC, precipitación anual entre 1900 y 2300 mm y humedad relativa del 75 % (IDEAM, 2010).


  CULTIVO DE Chlorella vulgaris


  La cepa de microalga C. vulgaris fue obtenida del laboratorio de alimento vivo del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos. El stock del cultivo se conservó en recipientes de vidrio de 3 l, previamente esterilizados en autoclave (45 min a una temperatura de 121 ºC, Tuttnauer® 2540 MK, Holanda). Se utilizó un medio de cultivo fertilizante inorgánico del complejo NPK (REMITAL® m – 17-6-18) a razón de 1 g/l, el cual ha mostrado los mejores resultados con respecto al crecimiento poblacional (Muñoz et al., 2012). Las microalgas se mantuvieron bajo condiciones controladas de laboratorio con iluminación blanca artificial constante de 72 W y una intensidad lumínica de 2629 ± 300 lux (31,8 ± 3,6 µmol m-2.s-1), temperatura de 18 ± 1 ºC y aireación permanente, manteniéndose el cultivo hasta que alcanzó la fase exponencial.


  ENSAYO PRELIMINAR


  Teniendo en cuenta las características lipofílicas del fenantreno (98 % pureza, SigmaAldrich, Alemania), se realizó un ensayo evaluando el uso de dos solventes: dimetilsulfóxido (DMSO v/v Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y acetona (Merck, Darmstadt, Alemania). Para este fin, se evaluaron para los dos solventes concentraciones de 0,05 % a 1 % durante un periodo de 24 h, obteniéndose el mejor resultado de solubilidad con acetona al 0,05 %, lo cual minimizó los posibles efectos secundarios del solvente.


  EXPOSICIÓN DE LAS ALGAS AL HIDROCARBURO FENANTRENO


  Los ensayos se llevaron a cabo en recipientes de vidrio de 0,4 l esterilizados. Las condiciones de cultivo se mantuvieron constantes durante todo el periodo de exposición. Las microalgas fueron expuestas a las siguientes concentraciones de fenantreno (98 %, Sigma Aldrich): 0, 1, 10, 100, 1000 y 10000 µg/l, considerando la concentración de 0 % como el tratamiento control, adicionando únicamente 0,05 % de acetona (solvente control). Los ensayos de exposición se realizaron dos veces con intervalo de 15 días y cada tratamiento tuvo cinco réplicas, para un total de diez replicas. En cada unidad experimental (recipientes) se inoculó una concentración algal inicial de 2,0 x 104cel/ml de medio de cultivo. El tiempo de exposición fue de 72 h según lo recomendado por la OECD (2011), determinándose diariamente la densidad algal mediante recuento en cámara de Neubauer. De igual modo, se determinaron la tasa promedio de crecimiento, biomasa total y el porcentaje de inhibición de la biomasa (OECD, 2011), los cuales se describen a continuación.


  VARIABLES EVALUADAS


  Densidad algal. La densidad algal fue determinada mediante recuento en cámara de Neubauer bajo un microscopio óptico (40x) (Nikon® Eclipse E200, Japón). Para cada réplica el conteo se realizó por duplicado. Para disminuir el error del método se calculó el promedio de los recuentos y se utilizó la fórmula propuesta por SipaúbaTavares y Rocha (2003):


  [bookmark: ][image: ]


  Contenido de clorofila a. Por cada réplica, 50 ml del medio con las micro algas fue filtrado y posteriormente el filtro fue transferido a tubos de ensayo protegidos de la luz, en cuyo interior se habían adicionado previamente 10 ml de acetona al 90 %. Posteriormente, el filtro fue macerado y las muestras mantenidas bajo refrigeración (4 ºC) durante 24 h en una nevera convencional. Transcurrido este tiempo la absorbancia del sobrenadante fue determinada a 665, 645 y 630 nm de longitud de onda (espectrofotómetro, 6405 UV/VIS de Jenway, Reino Unido), para así calcular el contenido de clorofila a aplicando la fórmula propuesta por Strickland y Parsons (1972):
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  Donde:


  Cla: clorofila a


  C: resultado de la ecuación de Strickland y Parsons


  V: volumen de la muestra de agua filtrada (0,05l)


  L: longitud de la boca de la cubeta (1cm)


  S: volumen de acetona utilizado (0,01l)


  Tasa promedio de crecimiento diario


  Es el incremento logarítmico de la biomasa durante la duración del ensayo, para lo cual se empleó la siguiente ecuación :
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  Donde:


  µi-j = promedio de la tasa de crecimiento especifico desde el tiempo i hasta j


  Xi = biomasa en el tiempo i


  Xf = biomasa en el tiempo f


  El porcentaje de inhibición de la tasa de crecimiento. Se calculó teniendo en cuenta la tasa específica de crecimiento así:
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  %IT =por centaje de inhibición del promedio de la tasa especifica de crecimiento


  µC =promedio de la tasa especifica de crecimiento (µ) en el grupo control


  µT =promedio de la tasa especifica de crecimiento en el tratamiento.


  La biomasa total. Se calculó teniendo en cuenta la biomasa al final del periodo de ensayo (tres días) tanto del grupo control como de los tratamientos, menos la biomasa inicial de cada uno.


  BT=Bf–Bi


  Porcentaje de inhibición de la biomasa % Iy. Fue calculado teniendo en cuenta la biomasa húmeda total, así:
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  YC = valor medio de la biomasa en el grupo control


  YT = valor medio de la biomasa en el tratamiento


  El porcentaje de inhibición de la tasa de crecimiento algal fue usado para calcular la concentración efectiva 50 (CE50) y concentración efectiva 20 (CE20).


  ANÁLISIS ESTADÍSTICO


  Se realizó estadística descriptiva para expresar los resultados como media ± error estándar de la media (SEM). La homogeneidad de varianza y la normalidad de los datos fueron analizadas por medio de la prueba de Bartlett y la prueba de KolmogorovSmirnov, respectivamente. Para comparar las diferencias entre el grupo control y los tratamientos de fenantreno, las variables de densidad, la clorofila a, el TPCD y la biomasa total fueron sometidas a un análisis de varianza de una vía (ANOVA), seguido de la prueba de Dunnett. En las variables de % ITC y % de inhibición se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido del test de comparación múltiple Tukey. Un valor de p <0,05 fue utilizado como criterio para considerar diferencias estadísticas significativas. La CE fue calculada por el método de probit. Los datos fueron analizados con el software SAS versión 9.2 para Wndows (2002-2008 por SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).


  RESULTADOS


  DENSIDAD CELULAR DE C. vulgaris EXPUESTA A FENANTRENO


  En la figura 1 se ilustra el efecto del fenantreno sobre la densidad celular a lo largo de las 72 h de exposición. A partir de las 24 h de exposición, todas las concentraciones de fenantreno presentaron una densidad celular significativamente menor que el grupo control (p < 0,05). El tratamiento control presentó las mayores densidades con valores de 3,8 x 105 ± 5833; 5,5x 105 ± 20069 y 7,3 x 105 ± 16436 cel/ml a las 24, 48 y 72 h de exposición, respectivamente, seguido de las concentraciones de fenantreno de 1 y 10 µg/l con valores entre los 2,7 y 6,7 x 105 cel/ml. Por otro lado, la concentración de 10000 µg/l, fue el tratamiento que presentó la menor tasa de crecimiento durante el ensayo, con densidades de 2,3 x 105 ± 5336; 2,9 x 105 ± 11304 y 3,8 x 105 ± 15366 cel/ ml a las 24, 48 y 72 h de exposición, respectivamente.
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  CONCENTRACIÓN DE CLOROFILA a


  La concentración de clorofila a no se afectó por efecto de las diferentes concentraciones de fenantreno (Fig. 2). Aunque por tratamiento se observaron diferencias significativas entre las 0 y 72 h de exposición (p < 0,05), para una misma hora no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (p > 0,05). A las 72 h, los valores de mayor y menor contenido de clorofila a se presentaron en las concentraciones de 1 µg/l y 1000 µg/l con valores promedios de 1,05 ± 0,14 µg/l y 0,74 ± 0,15 µg/l, respectivamente, aunque sin diferencias significativas. Por su parte, cuando la concentración de clorofila a fue expresada en pg/célula no se observaron diferencias significativas entre tratamientos ni entre horas con valores de 2,02x10-4 ± 1,7 x10-5 y 9,19x10-4 ± 7,1 x10-5pg clorofila/célula a las 0 y 72 h, respectivamente.
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  VARIABLES DE CRECIMIENTO EVALUADAS


  Para calcular las variables de crecimiento se tuvo en cuenta la densidad inicial a las cero horas, la cual tuvo una densidad 200,000 cel/ml en todos los tratamientos. En la figura 3 se muestra una progresiva disminución en el crecimiento de C. vulgaris en todos los tratamientos a lo largo del tiempo. Las algas expuestas a fenantreno presentaron una reducción significativa del crecimiento con respecto al control a las 24 h de exposición (reducción mayor al 38 %, p <0,05). El crecimiento de las algas expuestas a 1 µg/l de fenantreno fue similar al control después de 48 h de exposición (p >0,05). Después de las 72 h de exposición, las algas expuestas a 100, 1000 y 1000 µg/l presentaron una tasa de crecimiento significativamente menor con respecto al control (reducción mayor al 18 %, p <0,05).
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  Los resultados de crecimiento e inhibición algal en C. vulgaris expuestas a fenantreno son mostradas en la Tabla 1. Las tasas de crecimiento diario y la biomasa total fueron menores en las algas expuestas a las cinco concentraciones de fenantreno cuando com parado con el control (p < 0,05, Tabla 1). La concentración de 1000 y 10000 µg/l afec taron drásticamente el crecimiento algal, con una inhibición del crecimiento e inhibición de la biomasa mayor al 29 % y 42 %, respectivamente (p < 0,05). El porcentaje de inhi bición se incrementó a medida que aumentó la concentración de fenantreno en el medio de cultivo (Tabla 1). Los resultados de las concentraciones efectivas para este ensayo fueron CE20 de 2587 µg/l y la CE50 de 11004 µg/l.
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  DISCUSIÓN


  El presente estudio demostró que fenantreno, un HAPs incluido en la lista de compuestos tóxicos prioritarios, genera un efecto tóxico en C. vulgaris durante exposiciones agudas con significativas alteraciones en la densidad celular, la biomasa y las tasas de crecimiento. Los HPAs son compuestos altamente estables en la naturaleza, conservando sus propiedades tóxicas, pudiendo ser retenido fácilmente por adsorción a materiales particulados inertes o absorbido por organismos vivos, siendo por lo tanto clasificados por la US EPA y por la Agency for Toxic Substances and Disease Registry (USA) como sustancias que presentan un alto riesgo para la salud humana y animal. Aunque los HAPs se encuentran como mezclas complejas, conocer los efectos de manera individual a diversos niveles es importante para entender su dinámica y comportamiento en el ambiente (ATSDR, 1995). Los efectos tóxicos de los hidrocarburos derivados del petróleo sobre el fitoplancton son generalmente determinados comparando las tasas de crecimiento y la actividad fotosintética de cultivos del fitoplancton expuestos a dichos hidrocarburos (Cortez-Mago et al., 2007). Los resultados del presente estudio mostraron una disminución en la biomasa y la tasa de crecimiento en las algas expuestas a las cinco concentraciones de fenantreno, siendo mayor el efecto negativo a medida que la concentración de fenantreno aumentó. Estos resultados son similares a los reportados por Qingxia et al. (2010), quienes evaluaron la toxicidad del HAPs naftaleno sobre la microalga marina C. vulgaris, a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 mg/l en diferentes medios de cultivo con N y P y cuyos resultados mostraron una relación negativa entre la tasa de crecimiento y la concentración del hidrocarburo. Igualmente, se han reportado efectos negativos de los hidrocarburos sobre la tasa de crecimiento de Prochlorococcus marina, Synechococcus sp., Micromonas pusilla, Chlorella sp., Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira sp., expuestas a diferentes concentraciones de pireno y fenantreno (5, 10, 50, 100, 500 y 1000 µg/l), con una disminución en la tasa de crecimiento más acentuada a medida que aumentó la concentración de los hidrocarburos, hallazgos similares a lo observado en el presente estudio con fenantreno (Echeveste et al., 2010). Adicionalmente, estos autores reportaron que el tamaño de las algas afecta la respuesta a sustancias tóxicas, siendo las algas más pequeñas las más sensibles, mientras que algas de mayor tamaño como Chlorella sp., M. pusilla y P. tricornutum, presentaron efectos leves en sus poblaciones.


  De igual manera, Pokora y Tukaj (2010), evaluaron los efectos de 0,25 mg/l de antraceno por un tiempo de exposición de 24 h en tres especies de Desmodesmus (D. microspina, D. subspicatus y D. obliquus), observando una disminución en la tasa de crecimiento en las tres especies a partir de la sexta hora. Esta disminución en la tasa de crecimiento junto con alteraciones en la tasa fotosintética se deben a que los hidrocarburos producen daños en la capa lipofílica de la membrana celular, afectando su capacidad para controlar adecuadamente el transporte de iones dentro y fuera de la célula (Vila, 2003). Las algas fijan eficientemente nitrógeno y carbono, compuestos íntimamente relacionados con el metabolismo oxiradical, por tanto, la producción de especies reactivas de oxígeno en estos organismos fotosintéticos es parte fundamental de su sobrevivencia (Torres et al., 2008). Sumado a esto, el flujo de oxígeno y de iones en las mitocondrias y los cloroplastos es muy alto, lo que conlleva a que estas estructuras sean blanco potencial de estrés oxidativo (Torres et al., 2008). Aunque en el presente estudio no se determinaron marcadores de estrés oxidativo, es posible que las concentraciones de fenantreno utilizadas hayan inducido un tipo de respuesta similar, reflejándose en la reducción de densidad celular, inhibición de biomasa y tasa de crecimiento a medida que la concentración de fenantreno aumentó. Estudios en plantas han demostrado que los HAPs son capaces de inducir la actividad de enzimas como superoxido dismutasa, catalasa, peroxidasa así como peroxidación lipídica y alteraciones de las vías metabólicas que regulan las especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que conllevaría a alteraciones en el sistema metabólico algal y por tanto efectos negativos sobre el crecimiento y la integridad celular (Liu et al., 2009; Weisman et al., 2010).


  En el presente estudio la cantidad de clorofila a no se vio afectada por las diferentes concentraciones de fenantreno, a pesar que se observó una tendencia a disminuir con la mayor concentración. Contrario a lo observado en el presente estudio, se ha reportado una disminución de la cantidad de clorofila a cuando algas eucarióticas (Scenedesmus y Dunaliella tertiolecta) fueron expuestas a hidrocarburos (Guerra Martínez et al., 2004). Este corresponde a uno de los primeros estudios en reportar la concentración efectiva de fenantreno en C. vulgaris. Investigaciones previas con esta alga reportan una CL50 de 2060 µg/l de pireno, una concentración menor a la observada en el presente estudio (CE50 11004 µg/l), esta diferencia puede estar asociada al mayor número de anillos aromáticos que tiene el pireno y por tanto su toxicidad podría ser mayor que la del fenantreno (Echeveste et al., 2010). Por otro lado, en algas pequeñas como P. marina y Synechococcus sp. se ha reportado una CL50 muy por debajo de la observada en el presente estudio (77 y 40 µg/l, respectivamente), cuya sensibilidad está asociada a su reducido tamaño celular (Echeveste et al., 2010). Aunque la CE20 y CE50 de fenantreno en este estudio fueron relativamente altas, los resultados indican que por encima de la concentración de 1 µg/l se observan efectos negativos sobre el crecimiento en C. vulgaris. Los resultados de la presente investigación demuestran que el crecimiento de la microalga C. vulgaris puede ser afectado negativamente por la exposición a concentraciones nominales mayores a 1 µg/l del hidrocarburo policíclico aromático fenantreno, una concentración cercana a la detectada en aguas de producción asociada a la extracción petrolera.
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  RESUMEN


  Los suelos salinos, característicos de zonas áridas, pueden afectar la germinación de las especies por presentar bajos potenciales hídricos o por toxicidad iónica. En este trabajo se determinó el efecto del estrés hídrico y salino sobre la germinación de Atriplex nummularia, una alternativa forrajera para zonas áridas. Las semillas fueron escarificadas para minimizar el efecto inhibidor de las brácteas y germinadas a 23 ºC sobre papel de germinación en soluciones con diferente potencial hídrico (-0,5, -1,0 y -1,5 MPa) de cloruro de sodio (NaCl) y polietilenglicol (PEG), utilizando agua destilada como control. El porcentaje de germinación y la velocidad de germinación fueron significativamente afectados por la concentración de la solución y el soluto utilizado. A valores de potencial osmótico más negativos el porcentaje de germinación y velocidad de germinación fueron significativamente menores. En los tres potenciales hídricos ensayados la velocidad y el porcentaje de semillas germinadas en NaCl fue significativamente menor que en PEG, siendo especialmente notoria esta diferencia a -1,0 MPa. Los datos sugieren que las semillas de A. nummularia presentan sensibilidad a la presencia de los iones Na+ y Cl- que afectan el proceso de germinación.


  Palabras clave: Atriplex spp., germinación, estrés, salinidad.

  


  ABSTRACT


  Saline soils, characteristic of arid zones, can affect the germination of the species due to low water potential or ion toxicity. The effect of water and saline stress on germination was evaluated in Atriplex nummularia a potential source of forage for arid zones. The seeds were scarified to reduce the inhibitory effect on germination and incubated in at 23 ºC on germination paper imbibed with solutions of sodium chloride (NaCl) and polyethylen glycol (PEG) at three water potentials: -0,5; -1,0 and -1,5 MPa. The percentage germination and germination speed were significantly affected by the concentration of the solution and the solute used. While more negative osmotic potentials, the percentage of germination and germination speed were significantly lower. The seeds germinated in PEG solution have higher germination and germination speed than the seeds germinated in NaCl, specially in -1,0 MPa. The data suggest that the seeds of A. nummularia show sensitivity to the presence of Na+ and Cl- ions affecting the germination process.


  Keywords: Atriplex spp., germination, stress, salinity.

  


  INTRODUCCIÓN


  El género Atriplex (Chenopodiaceae), se encuentra distribuido por todo el mundo e incluye más de 400 especies, predominando en los suelos áridos y salinos (Osmond et al., 1980; Múlgura, 1981). Muchas de estas especies están adaptadas a condiciones de suelo y clima extremos, tolerando altos niveles de salinidad, alcalinidad y baja precipitación. Además pueden ser utilizadas para la revegetación de áreas degradadas con el objeto de proveer forraje y como medio de lucha contra la desertificación y la erosión (Contreras et al., 1983; Noller et al., 1983; Saucedo et al., 1989; Vickerman et al., 2002). Las especies del género Atriplex han sido clasificadas como plantas halófitas, estimándose que más del 50 % se encuentran en suelos con niveles de salinidad que van desde moderada a alta (Osmond et al., 1980). Entre ellas se encuentra Atriplex nummularia, una especie arbustiva originaria de Australia con un gran potencial de uso forrajero complementario y como fuente de combustible para zonas áridas (Correal et al., 1986; Guevara et al., 2003). Tiene gran resistencia a condiciones de sequía y salinidad del suelo y puede ser pastoreada durante todo el año (Dalmasso et al., 1988). La germinación es una etapa clave en el ciclo de los vegetales, de ella depende el número final de plantas y su rendimiento o supervivencia (Hadas, 1976; Zhu, 2001). Las especies de regiones áridas deben germinar generalmente en condiciones de baja disponibilidad de agua y alta concentración de sales en el suelo. Lo que genera la interacción de dos procesos: por un lado un efecto osmótico debido a la disminución del potencial hídrico del medio y por otro lado, un efecto iónico por la entrada y/o acumulación de iones en la semilla (Dodd y Donovan, 1999). En general el incremento de la salinidad genera reducción de la germinación en las glicófitas y afecta en menor grado a las halófitas (Khan y Ungar, 1997; Flowers y Colmer, 2008). Sin embargo, muchas especies halófitas son sensibles a altas condiciones de salinidad durante el proceso de germinación (Ungar, 1987), presentando una considerable variabilidad en su germinación y crecimiento, al ser tratadas con diferentes concentraciones de NaCl (Wallace et al., 1982; Redondo-Gomez et al., 2007; Chachar et al., 2008).


  El recurso clave para iniciar los cambios fisiológicos que conducen a la germinación, es el agua, que resulta indispensable para activar el metabolismo y el crecimiento de las células vivas de los tejidos de las semillas (Bradford, 1995; Bewley, 2001). Tanto la ocurrencia o no de la germinación como la velocidad a la que ésta se produce están determinadas principalmente por los gradientes de potenciales hídricos entre la semilla y el medio (Welbaum y Bradford, 1988; Welbaum et al., 1990; Bewley y Black, 1994). La salinidad del suelo es uno de los factores que puede inducir la dormancia de las semillas, ya que si la cantidad de sal en el entorno es muy elevada el ingreso de agua a la semillas es restringido y el embrión no alcanza la turgencia necesaria para superar la restricción impuesta por las cubiertas seminales por tanto, la germinación no ocurre (Bewley y Black, 1994; Bradford, 1995; Gorai y Neffati, 2007). En experimentos comparativos donde las especies son incubadas con soluciones de NaCl y PEG (Katembe et al., 1998; Fenner y Thompson, 2005), se ha observado que las soluciones de NaCl ejercen un efecto combinado, por un lado el efecto osmótico debido a la disminución del potencial hídrico del medio, que crea estrés en la semilla o plántula (Bradford, 1995), y por otro lado, un efecto iónico por la entrada y/o acumulación de iones en la semilla que causa toxicidad (Dodd y Donovan, 1999; Gorai y Neffati, 2007). Así, las principales causas de la inhibición del crecimiento bajo estas condiciones son el estrés osmótico y el efecto específico de los iones que incluye la toxicidad y el desbalance de los mismos (Özturk et al., 2006). La tendencia general de la germinación a deprimirse con el aumento de la concentración de la solución de riego, es una respuesta frecuentemente observada en varias especies. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la germinación de Atriplex nummularia bajo condiciones de salinidad y estrés hídrico.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Las semillas de A. nummularia fueron cosechadas de plantas cultivadas en la Estación Experimetal Agropecuaria San Juan INTA, provincia de San Juan, Argentina y se conservaron a 20 ºC y 20 % de humedad relativa. Las semillas de un año de edad, fueron extraídas manualmente para eliminar las brácteas fructíferas que rodean a cada semilla y reducir así el efecto inhibidor de las mismas sobre la germinación (Peluc y Parera, 2000). Se conservaron durante una semana en envases herméticos con humedad relativa del 20 % a 4 ºC previo a su uso. Se sembraron 25 semillas en cajas de Petri sobre papel de germinación (Whatman 500, Schleicher y Schuell) y se colocaron en cámara de germinación a 23 ºC en oscuridad, constituyendo cada caja una repetición con un total de cuatro repeticiones. El papel de germinación fue humedecido con soluciones de polietilenglicol 6.000 (PEG Merck, Schuchardt 85662, Hohenbrunn, Germany) y cloruro de sodio (NaCl) ajustadas a tres potenciales hídricos: - 0,5; - 1 y -1,5 MPa y agua destilada como control. Las soluciones se prepararon siguiendo la relación empírica de Vant’Hoff (Salisbury y Ross, 1994) según la siguiente fórmula:
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  El ajuste del potencial hídrico de las soluciones se realizó con un osmómetro (Wescor, HR33T, 459 South Main Street, Utha 84321, USA). Los recuentos se realizaron cada 24 horas durante diez días bajo escasas condiciones de luminosidad, se consideró como semilla germinada aquella que presentaba una radícula de más de 2 mm de longitud. Con los datos obtenidos se calculó el porcentaje de germinación e índice de velocidad de germinación (ERI) (Shmuelli y Goldberg, 1971). Todos los ensayos fueron conducidos con un diseño de bloques al azar con cuatro repeticiones. Los datos se analizaron mediante ANOVA, para la comparación de medias se utilizó el test de Tukey. En aquellos casos en que las variables se modificaron por efecto de los tratamientos, se realizó un análisis de tendencia lineal. Se comprobó en todos los casos que los datos cumplieran los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia.


  RESULTADOS


  El porcentaje de germinación y la velocidad de germinación, calculada como ERI, fueron significativamente modificados por el tipo de solución utilizada y el potencial hídrico de las mismas (Tabla 1). La disminución del potencial de agua (aumento de la concentración de PEG o NaCl) de las soluciones generó una disminución del porcentaje de semillas germinadas (Fig. 1) cayendo del 60 % en el control a un 20 % en el potencial hídrico más negativo (-1,5 MPa). La velocidad de germinación expresada como ERI también cayó a medida que se incrementó la concentración de la solución (Fig. 2). En los potenciales osmóticos intermedios (-0,5 y -1 MPa) las semillas que fueron incubadas en las soluciones de PEG presentaron valores de germinación y velocidad de germinación superiores a las semillas germinadas en soluciones de NaCl (Figs. 1 y 2 ). En el potencial hídrico de -0,5 MPa se observaron diferencias cercanas al 10% en la germinación y ERI entre las dos soluciones evaluadas. Cuando el potencial hídrico se redujo a -1 MPa se encontró una marcada disminución en ambas variables de las semillas germinadas en NaCl. A valores de -1,5 MPa la diferencia entre las soluciones no fue importante, posiblemente por la baja disponibilidad de agua para iniciar los procesos metabólicos necesarios para la germinación (Figs. 1 y 2).
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  DISCUSIÓN


  Los resultados obtenidos en este trabajo, donde las semillas de A. nummularia incubadas en soluciones isosmóticas son más afectadas cuando el soluto utilizado es NaCl, coinciden con lo informado por varios autores (Cristi y Gastó, 1971; Khan y Ungar, 1984; Keifer y Ungar, 1997; Orlovsky et al., 2011; Zhang et al., 2012). También en halófitas incluyendo especies del género Atriplex los resultados obtenidos fueron similares (Khan y Rizvi, 1994; Khan y Ungar, 1997; Katembe et al., 1998; Maldonado et al., 2002). Esta respuesta diferencial entre los solutos puede deberse a que la acumulación del NaCl en el citoplasma modifica el metabolismo celular disminuyendo los niveles de germinación (Dell’Aquila y Spada, 1993). Además, podría actuar inhibiendo la actividad de enzimas que tienen un rol fundamental en la germinación (Katembe et al., 1998). El porcentaje de emergencia y la elongación radicular en A. prostrata, fueron menores en soluciones de NaCl que en soluciones de PEG con el mismo potencial hídrico (Katembe et al., 1998). Estudios realizados por Katembe et al. (1998) en semillas de A. prostata (syn A. triangularis) y A. patula, demostraron que la inhibición de la germinación en NaCl fue mayor que la que se produjo en soluciones isosmóticas de PEG; por lo que sugieren que la influencia del NaCl es una combinación de un efecto osmótico y un efecto de ion específico.


  Sin embargo, otros autores como Ungar (1978) informaron que los iones inorgánicos no presentaron un efecto tóxico sobre la germinación de varias halófitas, registrando iguales niveles de germinación en soluciones salinas que en soluciones de manitol y PEG, indicando que las semillas están principalmente afectadas por el estrés osmótico más que por la toxicidad de iones específicos. La recuperación de semillas en agua destilada, que anteriormente habían sido pretratadas con distintas sales inorgánicas y compuestos orgánicos, dio por resultado que el NaCl no produjo toxicidad (Ungar, 1995). Los porcentajes de germinación observados en la especie A. prostrata luego de haber sido regadas con soluciones de NaCl, KCl, Na2SO4 y K2SO4 indicaron que la inhibición de la germinación y del crecimiento es principalmente efecto de la disminución del potencial osmótico de la solución y no efecto tóxico de los iones. La única evidencia de efecto iónico específico es la reducción de la germinación a -1,5 MPa de las semillas regadas con sales de sodio respecto de las regadas con sales de potasio (Egan et al., 1997).


  Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que las semillas de A. nummularia presentan sensibilidad a la presencia de los iones Na+ y Cl- lo que impediría lograr niveles aceptables de emergencia en suelos salinos a pesar de que las plantas adultas de esta especie pueden sobrevivir en suelos con altos niveles de salinidad (Zhao y Harris, 1992).
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  RESUMEN


  Los microARNs (miARNs) son pequeños ARN no codificantes que juegan un papel importante en el control de la expresión génica a través de la degradación de ARNm complementarios a su secuencia. La expresión de los miARNs es dependiente de la ARN polimerasa II como la mayoría de genes que codifican para proteínas. La regulación de la expresión de miARNs está bajo el control coordinado y combinatorio de factores de transcripción (FT). En este trabajo, se realizó una aproximación bioinformática para identificar sitios de unión de FT, TFBS (del inglés Transcription Factors Binding Sites) en regiones promotoras de genes miRNAs en 17 especies vegetales y se analizó el papel de algunos FT en defensa contra bacterias. Se encontró que nueve de las plantas analizadas presentaban diferencias significativas entre la distribución de TFBS presentes en los promotores de los miRNAs cuando se compara con los presentes en los genes codificantes de proteínas. En varios de los promotores de los miRNAs de yuca que son inducidos en respuesta a la infección por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis se identificaron elementos de unión como CCA1, T-box y SORLREP3, los cuales se presentan también en los genes que codifican proteínas implicadas en respuestas al ciclo circadiano y a la luz, sugiriendo que estos procesos y las respuestas inmunes en plantas pueden ser coordinados. En conjunto este trabajo aporta luces sobre los posibles mecanismos transcripcionales del control de la expresión génica de los miARNs.


  Palabras clave: expresión génica, factores de transcripción, microARN, promotor.

  


  ABSTRACT


  MicroRNAs (miRNAs) are a group of small non coding RNAs involved in the control of gene expression through the degradation of mRNAs in a sequence specific manner. miRNAs expression is dependent on RNA polymerase II as most of the coding protein genes. The regulation of miRNAs expression is under the coordinated and combinatorial control of transcription factors (TFs). A bionformatic approach was carried out to identify transcription factor binding sites (TFBS) in the promoter of miRNAs genes in 17 different plant species and the possible involvement of TF in antibacterial response was analyzed. In nine of the plants studied significant differences in TFBS distribution in the promoter of miRNAs were observed when compare to the promoter of protein coding genes. TFBS as CCA1, T-box y SORLREP3 were present on the promoters of the cassava miRNAs induced in response to the infection by the bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. These TFBS are also present in the promoter of genes coding for proteins involved in circadian rhythm and light responses, suggesting a crosstalk between these process and immune plant responses. Taken together, the results here described give insight about the transcriptional mechanisms involved in the expression of miRNAs.


  Keywords: gene expression, miRNA, promoter, transcription factor.

  


  INTRODUCCIÓN


  En eucariotas la regulación transcripcional está controlada fundamentalmente por el reclutamiento de factores de transcripción (FTs) a elementos reguladores en la secuencia promotora de los genes. Los FTs interactúan con elementos específicos del ADN, con otros FTs y con la maquinaria de transcripción basal para regular la expresión de los genes a los que se unen. En plantas existen más de 1500 FTs, cada uno controlando la expresión de decenas o miles de genes en complejas redes de señalización. Los elementos cis o sitios de unión de factores de transcripción, TFBS (del inglés Transcription Factor Binding Sites) son elementos de ADN funcional que influyen la actividad transcripcional (Riechmann et al., 2000; Priest et al., 2009). En algunas ocasiones múltiples TFBS constituyen un módulo de regulación cis que integra las señales de múltiples FTs, resultando en control combinatorio y en patrones altamente específicos de expresión de genes. La conservación de estos elementos de ADN en distintas plantas hace relativamente fácil su identificación y la inferencia de patrones de regulación de genes a partir de la presencia o combinación de estos (Riechmann et al., 2000; Priest et al., 2009).


  Los microARNs (miARNs) son un grupo particular de moléculas de ARN implicadas en el control de la expresión génica. Los miARNs son moléculas de aproximadamente 21 nt que se originan a partir de genes nucleares. Un gen nuclear miARN es primero transcrito por la ARN polimerasa II en un miARN primario (primi-ARN), el cual es procesado a un ARN intermediario llamado precursor de miARN (premi-ARN) por la proteína Dicer-like 1 (DCL1) en plantas y Drosha en animales (Bartel, 2004; Tang et al., 2008; Zhu, 2008). Los premi-ARNs tienen una estructura secundaria característica y estable, con una alta y negativa energía libre de plegamiento (Meyers et al., 2008). Los premi-ARNs son procesados a un dúplex miARN:miARN* por DCL1 en plantas y Dicer en animales. El dúplex miARN/miARN* o el miARN de cadena sencilla es exportado al citoplasma donde solo la hebra activa o miARN maduro es incorporada al complejo de silenciamiento inducido por ARN, RISC (del inglés RNA Induced Silencing Complex), mientras que la hebra pasajera (miARN*) es degradada. El complejo RISC, al cual se asocia la proteína ARGONAUTE1 (AGO1), es el encargado de guiar el silenciamiento de ARNs mensajeros complementarios al miARN maduro conocidos como targets o blancos (Bartel, 2004; Tang et al., 2008; Zhu, 2008). Los miARNs normalmente se encuentran representados por varios loci en el genoma y son funcionalmente redundantes. Los miARNs se agrupan en familias que incluyen moléculas con secuencias de más de un 90 % de identidad (Meyers et al., 2008).


  Existen algunas diferencias en la biogénesis y los mecanismos de acción de miARNs en plantas y animales, notablemente los miARNs de plantas requieren una casi perfecta complementariedad con los ARNms para producir silenciamiento, mientras que en animales la complementariedad con la región 5’ del miARN es suficiente para producir silenciamiento (Bartel, 2004). Otra diferencia importante consiste en que mientras que los miARNs de animales comúnmente se originan a partir de regiones intrónicas u otras regiones no traducidas de ARNs codificantes, los genes miARN en plantas son se encuentran comúnmente en regiones intergénicas y son transcritos independientemente (Bartel, 2004). Al ser transcritos por la ARN polimerasa II al igual que la mayoría de los genes codificantes de proteínas, los genes miARNs están sometidos al control por factores de transcripción. En la mayoría de los genes de miARNs analizados se han encontrado elementos comunes de promotores tipo Pol-II como la caja TATA en proporciones similares a genes codificantes (Zhou et al., 2007). Se sabe además que la región promotora de los genes miARNs se encuentra comúnmente a menos de 1000 pb curso arriba del inicio del premi-ARN, especialmente en el caso de miARNs de regiones intergénicas, no policistrónicas (Megraw et al., 2006; Zhou et al., 2007; Cui et al., 2009). Esto es de vital importancia para la predicción de TFBS puesto que en muchos casos el sitio de inicio de la transcripción (TSS) no está caracterizado para miARNs.


  Varios trabajos han caracterizado TFBS en genes miARNs en diferentes plantas. Se ha encontrado que algunos TFBS parecen estar sobrerepresentados en genes miARNs con respecto a genes codificantes para proteínas, por ejemplo los motivos AtMYC2, ARF, SORLREP3 y LFY así como la caja TATA fueron encontrados sobrerepresentados en genes miARNs en Arabidopsis (Megraw et al., 2006). Se han encontrado también diferencias en frecuencias de TFBS entre distintas especies de plantas (Zhou et al., 2007) y entre miARNs conservados y especieespecíficos (Cui et al., 2009). De igual manera se han encontrado TFBS sobrerepresentados en grupos de miARNs involucrados en varios procesos incluyendo respuestas a estrés oxidativo (Petrov et al., 2012), UVB (Zhou et al., 2007; Jia et al., 2009), salinidad (Ding et al., 2009), sequía (Zhou et al., 2010), baja temperatura (Zhou et al., 2008), así como en procesos de organogénesis y desarrollo (Joung y Fei, 2009).


  Estos trabajos demuestran la importancia del estudio de los procesos de regulación transcripcional de genes miARNs para entender su papel en procesos fisiológicos. Adicionalmente, el hecho de que la mayoría de los targets de los miARNs son ARNm que codifican para FTs (Croft et al., 2012) revela la importancia del estudio del control de la expresión génica de los miARNs y pone en evidencia la presencia de un mecanismo de regulación recíproca entre FT y miARNs, el cual hace parte crucial de las redes de re gulación génica en plantas (Mejia-Guerra et al., 2012). En este trabajo se buscó comprender las diferencias de regulación de genes miARNs ha ciendo un análisis exhaustivo de las frecuencias de TFBS en distintas plantas. Así mismo, se buscó identificar TFBS determinantes para la regulación transcripcional de miARNs en respuesta a bacterias para el caso particular del patosistema yuca-Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), encontrando que factores de transcripción involucrados en control de desarrollo floral y en el control del ritmo circadiano pueden estar regu lando la respuesta a bacterias mediada por miARNs.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  PREDICCIÓN DE TFBS


  Para llevar a cabo la identificación de TFBS, se extrajeron inicialmente las regiones promotoras de genes miARNs y genes codificantes para proteínas en distintas plantas. Para esto se extrajeron las secuencias de los premi-ARNs de las plantas Arabidopsis lyrata (aly), Arabidopsis thaliana (ath), Brachypodium distachyon (bdi), Chlamydomonas reinhardtii (cre), Citrus sinensis (csi), Glycine max (gma), Malus domestica (mdm), Manihot esculenta (mes), Medicago truncatula (mtr), Oryza sativa (osa), Physcomitrella patens (ppt), Populus trichocarpa (ptc), Ricinus communis (rco), Sorghum bicolor (sbi), Selaginella moellendorffii (smo), Vitis vinifera (vvi) y Zea mays (zma). Los premi-ARNs se mapearon contra los genomas respectivos disponibles en phytozome (http://www.phytozome.net/ v. 8.0), utilizando Blastn, (parametros: e-value <0.0001, ungapped, word size = 4, -max target seqs 1best hit score edge 0.05 -best hit overhang 0.25). Se extrajo la región de mil bases curso arriba del inicio (5’) del premi-ARN utilizando fastacmd, se ha encontrado que esta región contiene normalmente la región promotora del gen miARN en plantas (Megraw et al., 2006; Zhou et al., 2007; Cui et al., 2009). Se conservaron solo las secuencias de promotores de más de 500 nt de longitud puesto que en algunos genomas esta secuencia se encontraba incompleta. Las regiones promotoras de los genes anotados se extrajeron utilizando la herramienta biomart de phytozome (http://www.phytozome.net). Como control negativo las secuencias de promotores de genes miARN y de genes codificantes fueron aleatorizadas utilizando shuffleseq de la suite EMBOSS (Rice et al., 2000).


  Para la identificación de los TFBS se utilizaron matrices de peso posicional (PMWs, del inglés Positional Weight Matrices) y los scripts del programa PlantTFBS descrito en Megraw y Hatzigeorgiou (2010). Las secuencias correspondientes a PMWs de los 99 FTs fueron confirmadas en la última versión de Agris (Yilmaz et al., 2011). PlantTFBS utiliza una función de log-likelihood para asignar puntajes a los posibles sitios de unión. Para esto primero se calcula la composición de nucleótidos del set de secuencias a escanear, se genera un set de secuencias posibles de unión para cada TFBS y se calcula el menor puntaje posible para un sitio de unión aceptado. La función del puntaje calcula la tasa de probabilidad de que una base se encuentre en una posición de un sitio de unión de acuerdo a la PMW sobre la probabilidad de esta base dada la distribución de nucleótidos, se hace la sumatoria (normalizada por longitud) de estas probabilidades y se reportan los sitios de unión con un puntaje mayor al mínimo puntaje posible para cada PMW (Megraw y Hatzigeorgiou, 2010). En la búsqueda se asignó un número de pseudocounts (probabilidad base para cualquier nucleótido en cualquier posición) de 0,02.


  Una representación de la metodología utilizada para la identificación de TFBS se muestra en la figura suplementaria 1.


  [image: ]


  ANÁLISIS ESTADÍSTICO


  Las frecuencias de TFBS para cada planta y para cada grupo de genes se calculó como el porcentaje de genes que contenían al menos un sitio de unión identificado para el FT respectivo. Las pruebas de diferencias en distribución de frecuencias se realizaron mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba es ideal para detectar diferencias entre distribuciones empíricas y ha sido utilizada en análisis similares de regiones promotoras (Zhang et al., 2006). Las diferencias en frecuencias de TFBS particulares entre grupos se analizaron mediante pruebas de Fisher, las cuales han sido extensivamente utilizadas para la identificación de elementos sobrerepresentados en regiones promotoras (Frith et al., 2004; Ho et al., 2004; Spangler et al., 2012). Para calcular distancias entre plantas basadas en la distribución de frecuencias se calculó una matriz de correlación entre las distribuciones utilizando el método de Pearson, esta matriz se utilizó para calcular distancias euclidianas y realizar un cluster jerárquico con hclust. Todos los análisis se llevaron a cabo con paquetes de Bioconductor en R (Reimers y Carey, 2006).


  RESULTADOS


  IDENTIFICACIÓN DE SITIOS DE UNIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN (TFBS) EN PROMOTORES DE GENES miARNs EN PLANTAS


  Con el fin de obtener una perspectiva amplia de los posibles mecanismos de regulación asociados a miARNs, se analizaron las regiones promotoras de los premi-ARNs (1000 nucleótidos curso arriba del extremo 5’ del premi-ARN) identificados en 17 especies de plantas para las que se cuenta con un genoma secuenciado y al menos 50 premi-ARNs depositados en miRBase (Griffith-Jones et al., 2008). Adicionalmente, se analizaron también las regiones promotoras de genes codificantes de proteínas en estas 17 especies. Empleando el programa PlantTFBS (Megraw et al., 2010) se escanearon 3812 regiones promotoras correspondientes a miARNs y 596701 correspondientes a genes codificantes de proteínas. Se escanearon 99 TFBS, utilizando las matrices de peso posicional descritas en Megraw y Hatzigeorgiou (2010), las cuales están basadas principalmente en datos de Arabidopsis obtenidos de las bases de datos AGRIS (Yilmaz et al., 2011), PlantCare (Lescot et al., 2002) y AtProbe (http://exon.cshl.org/cgibin/atprobe/atprobe.pl). Como control y con el objetivo de confirmar que los sitios de unión identificados por el programa no se deban simplemente al azar se generaron grupos de secuencias de miARNs y genes codificantes aleatorias, manteniendo la distribución de nucleótidos de las secuencias originales. Al comparar la distribución de las frecuencias relativas entre los de sitios de unión para cada FT entre promotores de miARNs aleatorizados y no aleatorizados se encontró una diferencia estadísticamente significativa (KolmogorovSmirnov p - valor = 6,44-5). Un resultado similar se obtuvo al comparar promotores de genes codificantes aleatorizados y no aleatorizados (Kolomogorov-Smirnov p - valor = 1,56-10), indicando que efectivamente los TFBS identificados no son producto del azar. Sin embargo, algunos TFBS se encontraron con frecuencias muy altas (> 50 %) en las secuencias aleatorizadas. Estos corresponden principalmente a sitios de unión cortos (5 - 8 nt) o de baja complejidad como las cajas TATA, GATA y CAAT.


  DIFERENCIAS EN FRECUENCIAS DE TFBS ENTRE TIPOS DE GENES Y ENTRE PLANTAS


  A partir de los resultados obtenidos, se procedió a comparar los TFBS presentes en los promotores de miARNs con los de los promotores en los genes codificantes. Sin embargo, antes de realizar esta comparación y con el objetivo de verificar que las diferencias encontradas no estuvieran determinadas por la distribución de nucleótidos en los promotores, para cada especie se comparó la composición de nucleótidos tanto de la región de los promotores de miARNs, la de genes codificantes y la de todo el genoma (Fig. 1). Para ninguna de las especies se encontraron diferencias significativas en la distribución de nucleótidos entre los promotores de miARNs y los promotores de genes (Kolmogorov-Smirnov p-valor > 0,05). En muchos casos la distribución de nucleótidos en promotores reflejaba la distribución de nucleótidos global de los genomas (Fig. 1). Así mismo, se pudo observar que la distribución de nucleótidos variaba ostensiblemente entre plantas, pero un patrón similar se observó para plantas cercanas filogenéticamente (Fig. 1). A partir de estos resultados se puede esperar que, de existir diferencias en TFBS de los promotores de miARNs y genes codificantes, estas se deban posiblemente a procesos de selección y no a diferencias en distribución de nucleótidos. Así mismo, estos resultados sugieren que es posible encontrar similitudes en TFBS entre plantas filogenéticamente cercanas.
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  La distribución de frecuencias de TFBS entre promotores de miARNs y de genes fue diferente para nueve de las 17 plantas evaluadas (Tabla 1). Notablemente no se encontraron diferencias en la distribución de frecuencias de TFBS entre promotores de miARNs y genes codificantes para dos grupos de plantas: gramíneas (B. dystachyon, O. sativa, S. bicolor, Z. mays) y plantas fijadoras de nitrógeno (G. max, M. domestica, M. truncatula) (Tabla 1). Es posible que estos resultados estén influenciados por el número de genes miARNs reportados y depositados en la base de datos, dado que entre las plantas en las que no se presentaron diferencias significativas se encontraban cinco con el mayor número de miARNs (> 200 genes) descritos.
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  Con el fin de identificar TFBS sobrerepresentados en los promotores de los miARNs con respecto a los presentes en los de los genes codificantes se realizó una comparación en tres plantas: yuca, arroz y Arabidopsis. En yuca se encontraron cinco TFBS sobrerepresentados en promotores de miARNs, en Arabidopsis dos y en arroz uno (Tabla 2). En ninguno de los casos se encontró un FT común entre las tres plantas, sugiriendo regulación especie-especifica de miARNs. Para determinar si las diferencias entre TFBS presentes en los promotores de miARNs de distintas plantas presentaban alguna relación con la filogenia de ellas, se utilizaron las frecuencias de TFBS de cada planta para calcular una matriz de correlación a partir de la cual se construyó una matriz de distancias y se realizó un clúster jerárquico (Fig. 2). A partir de este análisis se pudo observar que las frecuencias de TFBS reflejan parcialmente relaciones filogenéticas. Así por ejemplo, algunas especies pertenecientes a las mismas familias (Gramineas y Fabaceas) se agrupan en este clúster, lo cual sugiere que pueden existir patrones de regulación transcripcional similares entre plantas filogenéticamente cercanas.
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  TFBS SOBREREPRESENTADOS EN FAMILIAS DE MIARNS INVOLUCRADAS EN RESPUESTA A BACTERIAS EN YUCA


  En un trabajo previo, se identificaron miARNs en yuca involucrados en respuestas a la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) (Pérez-Quintero et al., 2012). Con el fin de identificar TFBS relacionados con esta respuesta se realizó una prueba de Fisher entre las frecuencias de los distintos TFBS en promotores de genes miARNs de familias cuyo perfil de expresión fue modificado en respuesta a la bacteria (inducidos o reprimidos) y se comparó con las frecuencias de presencia de estos sitios en las familias de miARNs cuyo perfil de expresión no fue modificado. Se encontraron seis TFBS sobrerepresentados en las familias de miARNs inducidas y ninguno en las familias reprimidas (Tabla 3).
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  DISCUSIÓN


  En este trabajo se analizó la presencia de TFBS en regiones promotoras de genes miARNs. Se encontró que en muchas plantas no existen diferencias significativas en la distribución de TFBS en genes miARNs comparado con genes codificantes para pro teínas, especialmente en plantas para las que un gran número de miARNs ha sido reportado (por ejemplo arroz y Medicago). Curiosamente, en este trabajo no se identificaron los mismos TFBS de Arabidopsis que se encontraron sobrerepresentados en genes miARNs respecto a genes codificantes obtenido en un trabajo previo que empleó una estrategia similar (Megraw et al., 2006). Una posible razón para explicar estas diferencias es considerando el hecho de que actualmente existen muchos más genes miARNs identificados en Arabidopsis (299 genes) respecto a los utilizados en el estudio anterior (59 genes) (Megraw et al., 2006). De esta manera se resalta la importancia del número de loci estudiados para estos estudios. Desafortunadamente se desconoce si la identificación de estos genes en algunas plantas ha alcanzado el punto de saturación.


  Por otro lado se encontró que tanto la distribución de nucleótidos y la distribución de TFBS en regiones promotoras de genes miARNs es muy variable, siendo más similar entre plantas filogenéticamente relacionadas. Esto concuerda con patrones de regulación de miARNs especie-específicos comúnmente encontrados al comparar por ejemplo arroz y Arabidopsis (Zhou et al., 2007) y con la multiplicidad de funciones observadas para algunas familias de miARNs en distintas plantas (Lopez y Pérez-Quintero, 2012; Kruszka et al., 2012). Así mismo, se resalta la importancia de estudiar plantas de distintos grupos taxonómicos para trabajos como estos en los que se busca identificar la función de miARNs en distintos procesos celulares.


  Entre los TFBS sobrerepresentados en yuca se encontró el de unión para factores de transcripción LFY, el cual está involucrado principalmente en procesos de desarrollo floral mediante la activación de genes tipo AGAMOUS (AG), APETALA (1, 2 y 3) (Moyroud et al., 2011). Este motivo fue abundante en miembros de la familia 172, la cual es inducida en respuesta a Xam y tiene entre sus targets principalmente genes tipo AP2 involucrados en desarrollo floral (Frazier et al., 2011; Jung et al., 2011; Zhu et al., 2011). Esto sugiere la presencia de un bucle de regulación entre factores de transcripción y miARNs en desarrollo floral. Es posible que en respuesta a bacterias se favorezca la acción de los miARNs para frenar el desarrollo floral.


  Este estudio también permitió identificar una sobrerepresentación de elementos relacionados con el supresión del ciclo circadiano y las respuestas a luz en miARNs involucrados en respuesta a Xam: CCA1, T-box y SORLREP3 (Tabla 3) (Wang y Tobin, 1998; Hudson y Quail, 2003). Previos estudios han mostrado que existe una estrecha conexión entre procesos de defensa, ritmos circadianos y respuesta a luz (Hudson y Quail, 2003). Por ejemplo, los procesos normalmente controlados por el reloj circadiano como la apertura de estomas o por la luz como la síntesis de ácido salicílico son modificados durante los procesos de defensa (Hudson y Quail, 2003). No es sorprendente, por tanto, que la inducción de miARNs pueda estar regulada por factores similares (Roden y Ingle, 2009). Por otro lado, se esperaba encontrar sobrerepresentación de motivos de unión de factores de respuesta auxinas (ARF) puesto que los ARF son directamente regulados por miARNs como parte de las respuestas de defensa contra bacterias (Navarro et al., 2006; Pérez-Quintero et al., 2012) y se sabe que las familias involucradas en señalización de auxinas normalmente participan en bucles regulatorios en los que los miARNs son a la vez regulados por sus targets (Megraw et al., 2006; Meng et al., 2009). Los motivos de unión para ARF fueron abundantes únicamente en la familia miR160 y no en otras familias inducidas. Esta familia efectivamente está implicada en la regulación de señalización de auxinas (Pérez-Quintero et al., 2012), de modo que se puede decir que existe un bucle de regulación entre miRNAs y ARF en yuca, al menos en el caso de la familia miR160.


  Aunque estos resultados aportan algunas luces sobre los procesos de transcripción de miARNs, la aproximación utilizada tiende a simplificar el efecto de los factores de transcripción dado que no considera patrones complejos de interacción entre distintos factores o la posibilidad de transcripción no independiente en miARNs policistrónicos o miARNs asociados a genes. De igual manera, en este trabajo asume que los sitios de unión y los factores de transcripción analizados son conservados entre plantas, porque los modelos utilizados provienen principalmente de Arabidopsis, lo cual puede no ser cierto. Estas consideraciones aun no se pueden incorporar a un análisis masivo de regulación entre distintas especies principalmente por ausencia de suficiente información para modelarlos adecuadamente en otras especies de plantas.
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  RESUMEN


  La sarna polvosa de la papa (Solanum tuberosum, S. phureja) causada por Spongospora f. sp. subterranea (Sss), es una de las enfermedades más limitantes de este cultivo. En Colombia, se han empleado diferentes métodos de detección asintomática de Sss, incluyendo bioensayos con plantas señuelo, PCR de ITS y pruebas de ELISA. Sin embargo, sus niveles de sensibilidad son bajos o requieren tiempos extensos. Una alternativa para complementar dichas herramientas es la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). En este trabajo se evaluó dicha técnica utilizando los juegos de cebadores SsTQF1-SsTQR1; Spon421F-Spon494R y SscolF-SscolR (diseñados en este estudio), bajo la metodología de SYBR Green®; mientras que con Taqman® se evaluaron los cebadores SponFSponR y la sonda SponP. Una vez determinada la funcionalidad de los cebadores, se descartó por inespecificidad, el par Spon421F-Spon494R ; para los restantes se realizaron curvas estándar basadas en diluciones seriadas de quistosoros. Las pruebas de qPCR detectaron a Sss en las 20 muestras evaluadas de plantas señuelo de Nicotiana benthamiana y papa, utilizando los cebadores SsTQF1-SsTQR1 (Ct: 10,57-29,34) y SscolF-SscolR (Ct: 14,39-34,08); mientras que 19 de las muestras fueron positivas con SponF-SponR-SponP (Ct: 15,63-38,93). A partir de 20 muestras de raíces de papa de cultivos de La Unión (Antioquia, Colombia), fue posible detectar el patógeno en 17 de ellas con SscolF-SscolR, estimándose una concentración de 6470 a 1,39 x 1010 quistorosos/mL. Estos resultados indican la ocurrencia de altos niveles de inóculo de Sss en esta región y enfatizan en la necesidad de fortalecer los programas de certificación de tubérculo-semilla en Colombia.
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  ABSTRACT


  In recent years, potato crops (Solanum tuberosum, S. phureja) have been seriously affected by powdery scab; a disease caused by Spongospora subterranea f.sp. subterranea (Sss). In Colombia, asymptomatic detection of Sss has been achieved with bait plants, PCR of ITS regions and ELISA tests. Unfortunately, these techniques have low sensitivity and may require long processing times. In this work, Quantitative real time PCR (qPCR) was tested for detection of Sss using different sets of primers. Primers SsTQF1-SsTQR1, Spon421F-Spon494R and SscolF-SscolR (designed in this study), were tested using SYBR Green®, while primers SponFSponR were tested using the Taqman® probe SponP. Primers Spon421F-Spon494R were discarded due to lack of specificity. Standard curves were obtained from serial dilutions of cystosori. The 20 N. benthamiana and potato bait plants evaluated tested positive for Sss using primers SsTQF1-SsTQR1 (Ct: 10.57-29.34) and SscolF-SscolR (Ct: 14.39-34.08) and 19 samples were positive with primers SponF-SponR-SponP, with Ct values ranging between 15,63 and 38,93. Sss was detected in 17 out of 20 root samples from potato crops in La Unión (Antioquia) using primers SscolF-SscolR, with an estimated concentration of 6470 to 1,39x1010 cystosori/ mL. These results suggest high levels of Sss in the potato fields from this region and recall the importance of strengthening seed-certification programs in Colombia.
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  INTRODUCCIÓN


  Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea Tomlinson (Sss) es un patógeno obligado protozoario que produce plasmodios capaces de infectar el sistema radicular y los tubérculos de plantas de papa (Solanum tuberosum L. y Solanum phureja Juz. et. Buk), causando la enfermedad denominada sarna polvosa de la papa (Harrison et al., 1997). Este microrganismo también infecta otras plantas cultivadas y no cultivadas, principalmente dentro de la familia botánica Solanaceae. El patógeno se ha reportado en todos los continentes, pero es principalmente limitante sobre el rendimiento y la calidad de los tubérculos, en zonas con bajas temperaturas y suelos con altos contenidos de materia orgánica como las islas británicas, el norte de Europa y los Andes suramericanos (Merz y Falloon, 2009; Santala et al., 2010). En las raíces, la enfermedad se manifiesta en forma de agallas que afectan la absorción de nutrientes y agua. En estados avanzados de la infección las raíces se desintegran, liberando una gran cantidad de estructuras de resistencia (quistosoros), las cuales pueden perdurar por varias décadas en el suelo, sirviendo como fuente de inóculo para cultivos posteriores (Merz, 2008). Por otra parte, en los tubérculos se presentan lesiones pustulosas, corchosas, con centros polvosos formados por la agregación de los quistosoros del patógeno. Con el tiempo, es frecuente la ruptura del peridermo, aunque el nivel de penetración en los tubérculos es generalmente superficial (Harrison et al., 1997; Merz, 2008).


  En términos generales se ha estimado que la sarna polvosa puede disminuir la producción de tubérculos hasta en un 50 %, dependiendo del momento de infección del patógeno y de la variedad afectada. Recientemente, Gilchrist et al. (2011) estimaron que en la variedad Diacol Capiro, la sarna polvosa causa una reducción del 23 % sobre la longitud de las plantas, del 32 % en el peso seco foliar y del 30 % en el peso de los tubérculos; aunque el número de estos no fue afectado.


  El manejo de la sarna polvosa se fundamenta en la siembra de material certificado en lotes libres del patógeno, para lo cual es necesario contar con sistemas altamente sensibles de detección del microrganismo. Para esto, se han utilizado diferentes métodos incluyendo la utilización de plantas trampa de Nicotiana benthamiana Domin, tomate (Solanum lycopersicum L.) o papa (Merz, 1989), pruebas de ELISA y flujo lateral con anticuerpos policlonales (Harrison et al., 1993) y monoclonales (Walsh et al., 1996; Merz et al., 2005; Bouchek-Mechiche et al., 2011), y PCR convencional con los cebadores específicos Spo8-Spo9 (Bulman y Marshall, 1998); Sps1-Sps2 (Bell et al., 1999) y SsF-SsR (Qu et al., 2006). Sin embargo, estas metodologías generalmente presentan bajos niveles de sensibilidad, requieren períodos de tiempo superiores a 24 h para obtener resultados o no permiten la cuantificación del nivel de inóculo del patógeno presente en los suelos o plantas afectadas. Dichas restricciones pueden ser suplidas con el uso de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Con esta metodología, el ADN de un organismo puede ser detectado y cuantificado durante los ciclos iniciales de amplificación por PCR justo después de que comienza la fase exponencial. De esta forma, se realiza la medición de la fluorescencia generada por la liberación de un colorante intercalante en la doble cadena de ADN (generalmente SYBR Green®) o por la ruptura de una sonda específica marcada con fluorocromos. Dicho nivel de fluorescencia puede ser asociado a una concentración conocida de ADN o de propágulos de un patógeno, por comparación con curvas estándar preestablecidas. La técnica de qPCR permite obtener resultados en tan solo 6 h, incluyendo la extracción de ADN y el análisis de la amplificación (Shena et al., 2004).


  Para la detección de Sss, se han evaluado diferentes formatos de qPCR a partir del ADN del patógeno presente en fuentes tan diversas como aguas, suelos, plantas señuelo, raíces y tubérculos de papa (Van de Graaf et al., 2003). Su utilidad ha sido probada con muestras de tubérculos obtenidas directamente en el campo, confirmándose su capacidad para detectar Sss en tejidos asintomáticos y con niveles de sensibilidad, al menos 100 veces superiores, respecto a las pruebas de ELISA y PCR convencional (Ward et al., 2004). Adicionalmente, Qu et al. (2011) diseñaron una prueba de qPCR múltiple para la detección simultánea de Sss y Streptomyces scabies, agente causal de la sarna común de la papa, a partir del diseño de cebadores y sondas TaqMan®, marcadas con fluorocromos diferentes. En dicho estudio se detectaron ambos patógenos en niveles tan bajos como 100 fg y con valores del ciclo umbral (Ct) en el rango de 22 a 38.


  En Colombia, la detección de Sss en tubérculos y suelos, se ha realizado principalmente por la evaluación visual de la sintomatología de la enfermedad en raíces y tubérculos, la utilización de bioensayos con plantas señuelo (Ramírez et al., 2009), el conteo directo de quistosoros previo tamizaje de muestras de suelos (Jaramillo y Botero, 2007; Ramírez et al. 2009) y la utilización de PCR convencional utilizando cebadores específicos (Carreño, 2009; Osorio, 2012). Para esto, se han utilizado combinaciones de diversos cebadores que permiten la amplificación de la región ITS del ADNr del patógeno (Spo1-Spo2; Spo8-Spo9 y Sps1-Sps2) (Saavedra et al., 2004; Carreño 2009; Osorio, 2012). Las pruebas de qPCR se constituyen en una herramienta altamente sensible y eficiente para la detección y cuantificación de los niveles de inóculo de Sss en plantas y suelos, en esta investigación se evaluó la utilidad de los cebadores y sondas previamente reportados en la literatura para esta técnica, sobre aislamientos colombianos del patógeno. Adicionalmente, se diseñó un par de cebadores con base en secuencias de las regiones ITS del ADNr de los tres Tipos de Sss presentes en el país, y se validó su utilidad a partir de muestras de raíces de papa y de plantas señuelo de N. benthamiana y S. phureja.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  MUESTRAS


  La evaluación inicial de los juegos de cebadores para qPCR, se realizó a partir de 15 muestras de raíces de papa (S. tuberosum y S. phureja) con síntomas de sarna polvosa, obtenidas en cuatro cultivos diferentes del municipio de La Unión (Antioquia) (5° 58’ 38’’ N y 75° 24’ 54’’ O). Una vez seleccionados los cebadores, se realizaron evaluaciones de qPCR en diez plantas de N. benthamiana y diez plantas de S. phureja, previamente inoculadas con quistosoros de Sss provenientes de los municipios de La Unión y Santa Rosa de Osos (Antioquia), Zipaquirá, Tabio, Subachoque y Villa Pinzón (Cundinamarca), Tunja, Siachoque, Soracá, Oicatá (Boyacá) y Pasto e Ipiales (Nariño). La inoculación se realizó siguiendo la metodología de Vélez (2007); las plantas se mantuvieron en casa de malla en el Centro Experimental Paysandú, ubicado en el corregimiento Santa Elena, municipio de Medellín (Antioquia, 6º 12’ 37’’ N y 75º 30’ 11’’ O, 2550 msnm). Finalmente, se tomaron 20 muestras aleatorias de raíz en cuatro cultivos de papa del municipio de La Unión (Antioquia), con el fin de validar la utilidad de las pruebas de qPCR para la detección de Sss en tejidos asintomáticos.


  DETECCIÓN DE Sss POR PCR CONVENCIONAL


  Para confirmar la presencia de Sss en las 15 muestras de raíces con síntomas de agallas, se realizaron reacciones de PCR empleando los cebadores específicos Spo8 (5’ CTG GGT GCG ATT GTC TGT TG 3’) y Spo9 (5’ CAC GCC AAT GGT TAG AGA CG 3’) que amplifican fragmentos de 391 pb de la región ITS del ADNr (Bulman y Marshall, 1998). El ADN fue obtenido utilizando el kit DNeasy Plant (Qiagen, E.E. U.U.), a partir de 100 mg de tejido radicular macerado en presencia de nitrógeno líquido y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para determinar la concentración del ADN extraído, se utilizó la lectura de absorbancia mediante un Nanodrop 2000C (Thermo, E.E. U.U.). La integridad del ADN se determinó por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % suplementado con bromuro de etidio (10 mg/ml). La visualización de las bandas se realizó utilizando el sistema digital de análisis Bio Doc Analyze (Biometra, Alemania). Las reacciones de PCR incluyeron 0,1 µM de cada cebador, 1 U de Taq ADN polimerasa recombinante (Fermentas, Lituania), 0,2 mM de cada dNTP, 1X de buffer de enzima, 2 mM MgCl2, 50 ng de ADN y un volumen total de 25 µl. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador T3 (Biometra, Alemania) y consistieron de una desnaturalización inicial a 98 °C por 3 min seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min y un período final de extensión a 72 °C por 10 min. Luego de la amplificación, se tomaron 5 µL de los productos de reacción y se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %.


  Los amplicones del tamaño esperado, fueron purificados mediante el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, E.E. U.U.), para proceder a su secuenciación directa en las dos direcciones utilizando los cebadores empleados en el PCR y el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied Biosystems, E.E. U.U.). Su corrido y separación se realizó en un secuenciador ABI Prism 3730xl (PE Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron editadas mediante el software BioEdit 6.0.6 (Hall, 1999), construyéndose secuencias consenso y confirmándose su validez por comparación con las bases de datos moleculares del NCBI utilizando el programa BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).


  EVALUACIÓN DE qPCR PARA DETECCIÓN DE Sss


  Una vez confirmada la presencia de Sss, se procedió a evaluar la utilidad por PCR convencional de los cebadores diseñados para pruebas de qPCR, a partir del ADN de 12 de los aislamientos colombianos de Sss. Los cebadores evaluados fueron: SsTQF1 (5’ CCG GCA GAC CCA AAA CC 3’) y SsTQR1 (5’ CGG GCG TCA CCC TTC A 3’) (Van de Graaf et al., 2003), Spon421F (5’ TGG CTT CTG ATT CGT CTC TAA CC 3’) y Spon494R (5’ TCA TTT GAG ATC TAG AGT CAG AAA TGG 3’) (Ward et al., 2004), SponF (5’ CTT TGA GTG TCG GTT TCT ATT CTC CC 3’) y SponR (5’ GCA CGC CAA TGG TTA GAG ACG 3’) (Qu et al. 2011). Adicionalmente, con base en las secuencias de los aislamientos de Sss secuenciados en este estudio y de aquellas previamente reportadas por Osorio (2012), para los tres tipos de Sss presentes en el país, se realizó un análisis de alineamiento mediante el programa Clustal W (Larkin et al., 2007) y se diseñaron los cebadores SscolF (5’ TGA AAG CAT GCC TCT TTG AGT GTC GG 3’) y SscolR (5’ CTT TCA AGC CAT GGA CCG ACC AGA G 3’), con la ayuda del programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000). La especificidad de estos cebadores se evaluó por comparaciones mediante BlastN con las bases de datos moleculares del NCBI. Las reacciones de PCR y su separación por electroforesis se realizaron bajo las condiciones indicadas previamente. Por último, para verificar su naturaleza, se purificaron y secuenciaron al menos dos amplicones obtenidos con cada par de cebadores.


  Una vez confirmada la especificidad de los cebadores por PCR convencional, se procedió a evaluarlos mediante qPCR con SYBR Green®. Las reacciones se realizaron utilizando el kit Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas), en 25 µL de reacción conteniendo 12,5 µL del kit, 10 µL de agua estéril libre de nucleasas, 0,75 µL de cada cebador (10 µM) y 50 ng de ADN. Las reacciones fueron realizadas en un equipo Roto-rGene Q-5plex Platform (Qiagen) y consistieron de 95 °C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min para los cebadores SsTQF1-SsTQR1, Spon421F-Spon494R y SscolF-SscolR; mientras que para los cebadores SponFSponR las condiciones fueron 95 °C durante 2 min y 40 ciclos de 95 °C durante 25 seg y 60 °C durante 1 min. El juego de cebadores SponFSponR fue también evaluado bajo el formato Taqman®, utilizando la sonda SponP (5’ FAM-TCT TTC AAG CCA TGG ACC GAC CAG A- BHQ-1 3’) diseñada por Qu et al. (2011). En estas reacciones se utilizó el kit Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas) en 25 µL de reacción conteniendo 12,5 µL del kit , 9,5 µL de agua destilada libre de nucleasas, 0,75 µL de cada cebador (10 µM), 0,5 µL de sonda (10 µM) y 50 ng de ADN. Las reacciones consistieron de 95 °C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. La adquisición de fluorescencia se realizó después de cada ciclo de amplificación y los valores de Ct para cada muestra fueron definidos utilizando los valores por defecto del software Rotor-Gene Q ver. 1.7, siendo consideradas como positivas aquellas muestras que superaron el valor umbral antes del ciclo 40 (Shena et al., 2004). Las eficiencias de las reacciones se calcularon con la fórmula E = 10(–1/m), donde E es la eficiencia de la amplificación y m la pendiente de la curva estándar generada a partir de la concentración de quistosoros vs los valores de Ct. Todos los ensayos presentaron dos controles negativos con agua destilada estéril y un control positivo consistente en ADN de una muestra de Sss obtenida directamente de quistosoros del patógeno por Osorio (2012). Finalmente, para corroborar la presencia de bandas únicas en las amplificaciones de qPCR, se realizaron corridos electroforéticos en gel de agarosa al 2,5 %.


  PREPARACIÓN DE CURVAS ESTÁNDAR


  Se realizaron curvas estándar para ser utilizadas con cada uno de los tres juegos de cebadores seleccionados bajo los sistemas SYBR Green® y Taqman®, a partir de la preparación de diluciones seriadas de quistosoros de Sss, obtenidos de muestras de agallas de raíces de S. phureja, maceradas y tamizadas en mallas de 90 y 25 µm. De esta forma, 100 mg de quistosoros fueron diluídos en 10 mL de agua destilada y se procedió a su conteo directo utilizando una cámara de Neubauer, obteniéndose un promedio de 16.520.000 quistosoros/mL con base en cinco lecturas independientes. A partir de esta concentración inicial se preparó una suspensión de 12.500.000 quistosoros/mL y sus diluciones respectivas de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Posteriormente se procedió a extraer el ADN de los quistosoros presentes en dichas diluciones, mediante el kit ULTRA CleanTM Soil DNA isolation (MO Bio Laboratories, E.E. U.U.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las reacciones de qPCR se realizaron bajo las condiciones descritas anteriormente.


  VALIDACIÓN DE LAS PRUEBAS DE qPCR


  Se realizaron evaluaciones mediante qPCR a partir de 20 muestras de raíces de plantas señuelo y de 20 muestras obtenidas en forma aleatoria de cultivos de papa del municipio de La Unión (Antioquia). El ADN fue extraído utilizando el kit DNeasy Plant (Qiagen) y las pruebas se realizaron con los cebadores SsTQF1-SsTQR1 y SscolF-SscolR bajo el formato de SYBR Green® y SponF-SponR con la sonda Taqman® SponP. Las condiciones de las amplificaciones fueron similares a las descritas anteriormente para ambos formatos de qPCR. La cuantificación del inóculo de Sss en dichas muestras, se realizó por comparación con los valores de Ct en la curva estándar realizada para cada juego de cebadores.


  RESULTADOS


  DETECCIÓN DE Sss POR PCR CONVENCIONAL


  Se confirmó la presencia de Sss en 14 de las 15 muestras de papa con síntomas de sarna polvosa conseguida del municipio de La Unión, obteniéndose amplicones de 391 pb en las reacciones de PCR convencional con los cebadores Spo8-Spo9 (Fig. 1A). Cinco de estos amplicones fueron secuenciados y el análisis de BlastN indicó valores de identidad entre el 96 % al 99 %, con valores e entre 1e-173 y 0,0 y porcentajes de cobertura del 99 al 100 %, con respecto a secuencias de Sss previamente depositadas en las bases de datos moleculares del NCBI (AY604172, AF102819, EF593112, AY604171 y AF305697).
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  EVALUACIÓN DE qPCR PARA DETECCIÓN DE Sss


  Una vez confirmada la presencia de Sss, se evaluó la amplificación y especificidad de los cebadores Spon421F-Spon494R , SponF-SponR y SscolF-SscolR, SsTQF1-SsTQR1 mediante PCR convencional. Para los tres primeros juegos de cebadores, se obtuvieron los productos del tamaño esperado de 72, 138 y 97 pb, respectivamente, mientras que la amplificación con SsTQF1-SsTQR1 generó múltiples bandas, incluyendo la del tamaño esperado de 61 pb. El análisis de secuencias de al menos dos amplicones seleccionados para todos los cebadores, permitió confirmar la identidad de estos por comparaciones con las bases de datos moleculares (Tabla 1).
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  Las pruebas de amplificación utilizando qPCR permitieron detectar a Sss en las 12 muestras sintomáticas utilizadas para la evaluación, cuando se utilizaron los juegos de cebadores SsTQF1-SsTQR1, SponF-SponR y SscolF-SscolR; lográndose valores de Ct que oscilaron entre 23,31-35,44; 13,21-25,93 y 14,89-32,71, respectivamente. El empleo de los cebadores Spon421F-Spon494R, no permitió la detección del patógeno en ninguna de las muestras evaluadas y por esto se descartó su utilización en las pruebas de qPCR posteriores. Finalmente, con el fin de confirmar la especificidad de los amplicones obtenidos, se corrieron geles de electroforesis a partir de los productos de qPCR, encontrándose bandas únicas del tamaño esperado para los tres juegos de cebadores seleccionados, incluyendo aquellos diseñados en este estudio (Fig. 1B).


  PREPARACIÓN DE CURVAS ESTÁNDAR


  Las curvas estándar realizadas para los tres juegos de cebadores seleccionados, arrojaron coeficientes de correlación R2 de 0,984; 0,968 y 0,961, así como pendientes de -3,69, -3,82 y -3,63 para los cebadores SsTQF1-SsTQR1, SscolF-SscolR, y SponF-SponR, respectivamente. Por esto, las eficiencias de las reacciones calculadas fueron de 0,89, 0,83 y 0,88 para dichos juegos de cebadores (Fig. 2).
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  VALIDACIÓN DE LA PRUEBA DE qPCR


  Los resultados de las pruebas de validación de qPCR, indicaron que bajo el sistema de SYBRGreen® con los dos juegos de cebadores evaluados (SsTQF1-SsTQR1 y SscolF-SscolR), se detectaron como positivas para Sss las 20 muestras de plantas señuelo inoculadas con quistosoros del patógeno provenientes de los cuatro principales departamentos productores de papa en Colombia (Fig. 3); mientras que con el sistema Taqman® con SponF-SponR, se detectó a Sss en 19 de las muestras. Los valores de Ct calculados en estas evaluaciones para plantas señuelo ocurrieron en el rango de 10,56 a 38,39 y las concentraciones de quistosoros/mL determinadas con base en las curvas estándar construidas para cada par de cebadores, se presentaron entre los ordenes de magnitud de 1 x 103 a 1 x 109 (Tabla 2).
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  Por otra parte, en las evaluaciones realizadas a partir de las 20 muestras de raíces obtenidas en La Unión (Antioquia), se detectó la presencia del patógeno en 18 de las muestras utilizando el sistema SYBR Green® con los juegos de cebadores SsTQF1-SsTQR1, al igual que con el sistema Taqman® usando los cebadores SponF-SponR; mientras que con los cebadores SscolF-SscolR dicha detección se realizó en 17 de las 20 muestras evaluadas (Fig. 3). En este caso los valores de Ct se presentaron en un rango de 13,09 a 39,9 y las concentraciones estimadas de quistosoros/mL oscilaron entre 6,35 y 1 x 1010 (Tabla 2).


  DISCUSIÓN


  La sarna polvosa de la papa causada por Sss, es una de las enfermedades más limitantes en la actualidad para el cultivo de la papa en Colombia. A pesar de que este patógeno fue reportado en el país desde la década de 1960, fue recientemente cuando su importancia económica se tornó relevante. Adicionalmente, en los últimos años se ha confirmado que este patógeno actúa como vector del Potato mop-top virus (PMTV) en las diferentes regiones colombianas cultivadoras de papa del país (Vélez, 2007; Gil et al., 2011). La re-emergencia en la última década de la sarna polvosa de la papa en Colombia, se debe entre otros aspectos a la deficiente calidad del tubérculo-semilla utilizado por la mayoría de los agricultores, las deficiencias en las prácticas de rotación de cultivos, la ausencia de variedades tolerantes a dicho patógeno y la carencia/deficiencia de asistencia técnica estatal o gremial, que no cuenta con herramientas apropiadas para el diagnóstico asintomático y para la certificación de semilla libre de Sss y PMTV (Osorio, 2012). Este último aspecto es clave para el manejo de la sarna polvosa, por cuanto los primeros síntomas de la enfermedad en las raíces generalmente se presentan en estados avanzados del desarrollo de los cultivos, justo antes de la floración de las plantas, mientras que en los tubérculos pueden incluso sólo ser evidentes durante el período de poscosecha (Merz, 2008). Así mismo, dependiendo de las variedades cultivadas, es posible la presencia de síntomas en tubérculos pero no en raíces, o viceversa (Jaramillo y Botero, 2007), o aún que se presente confusión con los síntomas de la Roña común, causada por S. scabies (Qu et al., 2011)


  Por lo anterior, en este estudio se planteó la evaluación de diferentes sistemas de qPCR para la detección asintomática de Sss, como una estrategia para complementar las metodologías actualmente disponibles para este fin en el país, que incluyen pruebas de ELISA, PCR convencional con cebadores específicos dirigidos a las regiones ITS del ADNr y bioensayos con plantas señuelo (Osorio, 2012). Adicionalmente, se diseñó un juego de cebadores para qPCR (SscolF-SscolR), con base en secuencias de regiones ITS de aislamientos colombianos de Sss. Los resultados indicaron la funcionalidad de tres de los cuatro juegos de cebadores evaluados para la detección de aislamientos colombianos de Sss, dos bajo el sistema de SYBRGreen® [SsTQF1-SsTQR1 (Van de Graaf et al., 2003) y SscolF-SscolR (de este estudio)] y uno utilizando el formato Taqman® [SponFSponR y sonda SpoP (Qu et al., 2011)]. Los cebadores Spon421F-Spon494R (Ward et al., 2004), no presentaron amplificación por qPCR con el ADN de los 12 aislamientos colombianos de Sss inicialmente evaluados, por lo que fueron descartados para las pruebas de validación posteriores. Esta situación puede deberse a la inespecificidad de estos cebadores, con respecto a las secuencias de las regiones ITS que presentan los aislamientos colombianos de Sss. En este sentido, estudios recientes realizados por Carreño (2009) y Osorio (2012), han encontrado que en el país se presenta un mayor nivel de variación entre las poblaciones del patógeno. Así por ejemplo, Osorio (2012), determinó la presencia de tres Tipos principales de Sss en Colombia, dos de los cuales (Tipos I y II) corresponden a los Tipos mundialmente reportados (Qu y Christ, 2004), mientras que el tercero (Tipo III) solo se ha registrado en Colombia y se presentó en mayor proporción (65 % de 127 aislamientos analizados), con porcentajes de divergencia del 5 % y 2 %, con respecto a los Tipos I y II, respectivamente.


  En el presente estudio se validó la utilidad de la técnica de qPCR para su utilización a partir de muestras de raíces asintomáticas de plantas señuelo de N. benthamiana y S. phureja, previamente inoculadas con quistosoros de Sss obtenidos en los cuatro principales departamentos productores de papa del país (Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Nariño), así como con muestras de raíces de papa, tomadas aleatoriamente de cuatro cultivos ubicados en La Unión (Antioquia). En el primer ensayo fue posible la detección del patógeno en la totalidad de las muestras cuando se utilizó el sistema SYBRGreen® con los dos juegos de cebadores evaluados, mientras que con el sistema Taqman®, se detectó el patógeno en 19 de las 20 muestras. La prueba arrojó valores de Ct tan bajos como 10,56, pero en general se presentaron en el rango de 20 a 33, aunque con algunas detecciones en ciclos extremos (Ct: 38 a 39). Para el caso de las muestras de campo, las pruebas detectaron el patógeno en 18 de las 20 muestras, y en este caso los valores de Ct se presentaron en el rango de 13,09 a 39,9, aunque con mayor frecuencia los ciclos de umbral se presentaron entre 18 y 25. Por esto, fue evidente que los niveles de infección de Sss, representados por la presencia de diferentes estructuras del plasmodiofórido incluyendo plasmodios, zooesporangios, zoosporas y quistosoros, fue mayor en los materiales de papa cultivados en La Unión que en las plantas señuelo. Esta situación se puede explicar por el escalamiento de inóculo de Sss presente en los suelos de este municipio, en donde se ha cultivado continuamente por varias décadas papa en sistemas de rotación con pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum Hoechst Ex Chiov.), lo que en términos epidemiológicos en lugar de conducir a la reducción de los propágulos del patógeno en el suelo, ha causado su aumento, por cuanto se ha demostrado que el pasto kikuyo es un hospedero de Sss en Colombia (Arcila et al., 2011).


  Además, del uso de la qPCR para la detección de Sss, esta técnica puede ser utilizada para cuantificar en forma relativa o absoluta los niveles de inóculo de los patógenos (Shena et al., 2004). En este trabajo se realizó la cuantificación absoluta de Sss en términos de quistosoros/mL, por comparación del valor Ct con curvas estándar, basadas en el conteo directo de suspensiones de quistosoros, obtenidos de agallas de raíces de S. phureja. De esta forma, en las pruebas de validación realizadas con plantas señuelo fue posible establecer concentraciones de quistosoros/mL en los tejidos radiculares en los órdenes de 1 x 103 a 1 x 109; mientras que en las pruebas de campo, dichos valores se presentaron en un rango de 6,35 a 1 x 1010 quistosoros/mL. Estas evaluaciones reflejan un alto nivel de variación con respecto a los del inóculo presentes entre plantas, incluso de un mismo lote, lo que se pudiera deber entre otros factores, a la distribución errática que presenta el patógeno en los suelos (Merz y Fallon, 2009), a las diferencias en los microclimas y microestructura del suelo en cada sitio de siembra y a las variaciones en las reacciones de defensa de las plantas, dada la falta de uniformidad genética de los materiales de siembra que comúnmente se cultivan en el país. Por esto, es fundamental que en trabajos tendientes a evaluar la presencia del patógeno en lotes de cultivo destinados a producir semilla certificada o para evaluar resistencia al patógeno de materiales vegetales mejorados, se realice un muestreo amplio y se considere el análisis por qPCR, de varias submuestras por cada área bajo análisis. Por otra parte, aunque el objetivo de este trabajo no era evaluar los niveles de sensibilidad de la técnica de qPCR, en comparación con las otras metodologías utilizadas para la detección de Sss, es importante destacar que la técnica fue capaz de detectar cantidades tan bajas como 2,4 quistosoros/mL, lo cual se acerca a los límites de sensibilidad reportados por Van de Graaf et al. (2003), para esta prueba (<2 quistosoros/gr suelo y >0,5 quistosoros/mL en raíces de plantas señuelo). Se ha calculado que dichos limites de detección son superiores en al menos 100 veces, con respecto a las pruebas de ELISA y PCR convencional (Ward et al., 2004), mientras que en términos de ADN, Qu et al. (2011) reportan que la qPCR utilizando sonda Taqman®, puede detectar hasta 100 fg de Sss y S. scabies.


  En trabajos previos realizados por nuestro grupo para detectar Sss en plantas de papa y suelos con antecedentes del patógeno (Osorio, 2012), utilizando PCR convencional con los cebadores Spo8-9 y SsF y SsR diseñados por Bulman y Marshall (1998) y Qu et al. (2006), se presentaba como principal restricción, la ausencia de amplificación, cuando se realizaban extracciones de ADN convencionales que no empleaban kits comerciales, o en su defecto la generación de amplificaciones inespecíficas, lo cual desde el punto de vista práctico afecta el diagnóstico del patógeno. Además de la falta de especificidad de los cebadores, se ha reportado que dichos problemas se deben principalmente a la inhibición de la Taq polimerasa por parte de metabolitos secundarios como el ácido clorogénico, el cual se produce en los tejidos de papa afectados por la sarna polvosa y otras enfermedades; así como por la presencia de ácidos húmicos y fúlvicos en los suelos, que actúan quelatando los componentes de las reacciones de PCR (Singh et al., 1998). Aunque la técnica de qPCR también es afectada por estos factores, los mayores niveles de sensibilidad que ofrece la técnica, pueden conducir al diagnóstico del patógeno, aún bajo condiciones de inhibición parcial, por cuanto la detección se basa en las primeras fases de los ciclos de PCR y no depende de la acumulación exponencial de los productos finales, como ocurre con la PCR convencional (Shena et al., 2004). Por esto, los resultados del estudio abren la posibilidad de aplicar las metodologías de qPCR evaluadas para la detección y cuantificación rutinaria de Sss en Colombia, siendo posible seleccionar formatos basados en SYBRGreen® o en sistemas Taqman®, dependiendo de las necesidades de los usuarios y de la disponibilidad de recursos. Adicionalmente, el uso de qPCR representa ventajas evidentes con respecto a los tiempos de procesamiento, por cuanto todo el proceso desde la llegada de la muestra hasta la entrega de resultados requiere máximo de 6 h.


  Como un esquema general de detección asintomática de Sss, se sugiere el empleo inicial de técnicas de ELISA y/o PCR convencional utilizando anticuerpos y/o cebadores específicos para el patógeno, respectivamente, y para aquellos casos que presentan valor agregado (ej. materiales de semilla prebásica o básica, líneas élites de mejoramiento genético, etc.), importancia epidemiológica (ej. detección de Sss en zonas libres del patógeno, puertos de ingreso al país, etc.) en los que se requieren pruebas confirmatorias, o en proyectos de investigación, se recomienda utilizar la metodología de qPCR, pues dados sus altos costos actuales, es difícil su utilización rutinaria en la práctica agrícola nacional. Se espera que los organismos de sanidad vegetal estatales, los gremios de productores y especialmente las compañías productoras de tubérculo-semilla certificadas en el país, incorporen estas herramientas de detección de Sss en sus actividades de diagnóstico fitosanitario.


  AGRADECIMIENTOS


  Esta investigación se realizó en el marco del proyecto 090-2007S4527-87-08, financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia y la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. Se agradece a Inés Osorio por proveer las plantas señuelo para las evaluaciones bajo condiciones de casa malla; así como a Catalina Zuluaga del Politécnico Colombiano y a Jaime Isaza Cadavid, por facilitar las muestras de tubérculos para la generación de las curvas estándar.


  BIBLIOGRAFÍA


  ARCILA I., OCHOA J, ZULUAGA C, GONZÁLEZ EP. Inoculación de especies cultivables para la identificación de hospederos de Spongospora subterranea fsp subterranea. En: Memorias del XXX Congreso Colombiano y XVI Latinoamericano de Fitopatología. Bogotá; 2011. p. 64.


  BELL K, ROBERTS J, VERRALL S, CULLEN D, WILLIAMS N, HARRISON J, et al. Detection and quantification of Spongospora subterranea f.sp. subterranea in soils and on tubers using specific PCR primers. Eur J Plant Pathol. 1999;105(9):905-915.


  BOUCHEK-MECHICHE K, MONTFORT F, MERZ U. Evaluation of the Sss AgriStrip rapid diagnostic test for the detection of Spongospora subterranea on potato tubers. Eur J Plant Pathol. 2011;131(2):277-287.


  BULMAN SR, MARSHALL JW. Detection of Spongospora subterranea in potato tuber lesions using the polymerase chain reaction (PCR). Plant Pathol. 1998;47(6):759-766.


  CARREÑO AJ. Evaluación de la variabilidad genética de Spongospora subterranea f.sp. subterranea mediante la comparación de regiones ITS del ADN ribosomal de cepas procedentes de las regiones productoras de papa en Colombia [Tesis de Maestría]. Bogotá: Facultad de Agronomía. Universidad Nacional de Colombia; 2009. p. 104.


  GIL JF, GUTIÉRREZ PA, COTES JM, GONZÁLEZ EP, MARÍN M. Caracterización genotípica de aislamientos colombianos del Potato mop-top virus (PMTV, Pomovirus). Actual Biol. 2011;33(94):69-84.


  GILCHRIST E, SOLER J, MERZ U, REYNALDI S. Powdery scab effect on the potato Solanum tuberosum ssp. andigena growth and yield. Trop Plant Pathol. 2011;36(6):350-355.


  HALL TA. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp Ser. 1999;41:95-98.


  HARRISON JG, REES EA, BARKER H, LOWE R. Detection of spore balls of Spongospora subterranea on potato tuber by enzymelinked immunosorbent assay. Plant Pathol. 1993;42(2):181-186.


  HARRISON JG, SEARLE RJ, WILLIAMS NA. Powdery scab disease of potato a review. Plant Pathol. 1997;46(1):1-25.


  JARAMILLO S, BOTERO JM. Respuesta de diferentes poblaciones de Spongospora subterranea f. sp. subterranea a la rotación entre dos cultivares de papa (Solanum tuberosum ssp. andigena). Rev Fac Nal Agr Medellín. 2007;60(2):3859-3876.


  LARKIN MA, BLACKSHIELDS G, BROWN NP, CHENNA R, MCGETTIGAN PA, MCWILLIAM H, et al. ClustalW and ClustalX version 2.Bioinformatics. 2007;23(21):2947-2948.


  MERZ U. Infectivity, inoculum density and germination of Spongospora subterranea resting spores: a solution culture test system. Bull OEPP. 1989;19(3):585-592.


  MERZ U. Powdery sab of potato - occurrence, life cycle and epidemiology. Am J Potato Res. 2008;85(4):241-246.


  MERZ U, FALLOON RE. Review: Powdery scab of potato-increased knowledge of pathogen biology and disease epidemiology for effective disease management. Potato Res. 2009;52(1):17-37.


  MERZ U, WALSH JA, BOUCHEK-MECHICHE K, OBERHÄNSLI TH, BITTERLIN W. Improved immunological detection of Spongospora subterranea. Eur J Plant Pathol. 2005;111(4):371-379.


  OSORIO IE. Variabilidad genética de Spongospora subterranea y su virus asociado PMTV en Colombia [Tesis de Maestría] Medellín: Facultad de Ciencias. Universidad Nacional de Colombia; 2012. p. 135.


  QU XS, CHRIST BJ. Genetic variation and phylogeny of Spongospora subterranea f. sp. subterranea based on ribosomal DNA sequence analysis. Am J Potato Res. 2004; 81(6):385-394.


  QU XS, KAVANAGH JA, EGAN D, CHRIST BJ. Detection and quantification of Spongospora subterranea f. sp. subterranea by PCR in host tissue and naturally infested soils. Am J Potato Res. 2006;83(1):21-30.


  QU XS, WANNER LA, CHRIST BJ. Multiplex real-time PCR (TaqMan) assay for the simultaneous detection and discrimination of potato powdery and common scab diseases and pathogens. J Appl Microbiol. 2011;110(3):769-777.


  RAMÍREZ LA, GONZÁLEZ EP, ZULUAGA CM, COTES JM. Evaluación de Tres metodologías de rápida multiplicación de 30 accesiones de Solanum tuberosum grupo phureja. Rev Fac Nal Agr Medellín. 2009;62:11-13.


  ROZEN S, SKALETSKY JH. Primer3 on the WWW for general users and for biologist programmers. Methods Mol Biol. 2000;132:365-386.


  SAAVEDRA CO, GÓMEZ ST, ÁNGEL JE. Detección de secuencias específicas de ADN de Spongospora subterranea en suelo y tubérculos de papa. Rev Col Biotecnol. 2004;7(1):14-23.


  SANTALA J, SAMUILOVA O, HANNUKKALA A, LATVALA S, KORTEMAA H, BEUCH U, et al. Detection, distribution and control of Potato mop-top virus, a soilborne virus, in northern Europe. Ann Appl Biol. 2010;157(1):163-178.


  SCHENA L, NIGRO F, IPPOLITO A, GALLITELLI D. Real-time quantitative PCR: a new technology to detect and study phytopathogenic and antagonistic fungi. Eur J Plant Pathol. 2004;110:893908.


  SINGH RP, SINGH M, KING RR. Use of citric acid for neutralizing polymerase chain reaction inhibition by chlorogenic acid in potato extracts. J Virol Methods. 1998;74:231-235.


  VAN DE GRAAF PV, LEES AK, CULLEN DW, DUNCAN JM. Detection and quantification of Spongospora subterranea soil, water and tissue samples using real-time PCR. Eur J Plant Pathol. 2003;109(6):589-597.


  VÉLEZ B. 2007. Detección e identificación del Potato mop-top virus (PMTV) en áreas de producción de papa donde se encuentra Spongospora subterranea en dos departamentos de Colombia. [Tesis de Maestría]. Bogotá: Facultad de Agronomía. Universidad Nacional de Colombia; 2007. p. 115.


  WALSH JA, MERZ U, HARRISON JG. Serological detection of spore balls of Spongospora subterranea using monoclonal antibodies. Plant Pathol. 1996;44(3):335-365.


  WARD E, KANYUKA K, MOTTERAM J, KORNYUKHIN D, ADAMS MJ. The use of conventional and quantitative realtime PCR assays for Polymyxa graminis to examine host plant resistance, inoculum levels and intraspecific variation. New Phytol. 2004;165(3):875-885.


  INTERACCIÓN ENTRE DOS ÁCAROS DEPREDADORES DE Tetranychus urticae KOCH (ACARIFORMES: TETRANYCHIDAE) EN LABORATORIO


  Interaction Between Two Predator Mites of Tetranychus urticae Koch (Acariformes: Tetranychidae) in Laboratory


  ANGÉLICA ARGÜELLES R1, Bióloga; NATALI PLAZAS1, Bióloga; ALEXANDER BUSTOS R1, Biólogo; FERNANDO CANTOR R.1, Ph. D.; DANIEL RODRÍGUEZ1, Ph. D.; ALEJANDRA HILARION1, M.Sc. 1


  1Laboratorio de Control Biológico. Facultad de Ciencias, Universidad Militar Nueva Granada, Colombia. Autor de correspondencia: Fernando Cantor. fernando.cantor@unimilitar.edu.co / ecologia@unimilitar.edu.co. CajicáCundinamarca, Colombia. Kilómetro 2, vía Cajicá – Zipaquirá, Tel.: 57 1 650 00 00, ext: 3269.


  Presentado el 26 de julio de 2012, aceptado el 31 de septiembre de 2012, correcciones el 22 de noviembre de 2012.

  


  RESUMEN


  Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) es una de las principales plagas de cultivos ornamentales, entre las especies más utilizadas para su control se encuentran Neoseiulus californicus y Phytoseiulus persimilis (Parasitiformes: Phytoseiidae). En el presente trabajo se propone el manejo de la plaga mediante el empleo de liberaciones simultáneas de los dos fitoseidos. Se evaluaron varias situaciones, por un lado se estudiaron las interacciones cuando un depredador se encuentra en una densidad baja mientras que el otro depredador se presenta en alta densidad (esta situación se analizó tanto en presencia como en ausencia de la presa). Por otro lado, se evaluaron las interacciones cuando los P. persimilis y N. californicus dos están presentes en igual densidad y en presencia de T. urticae. Cuando uno de los depredadores está en mayor densidad y hay presencia de la presa, se observa que al incrementar la edad del depredador que tiene menor densidad, aumenta también la interferencia en el consumo de presas por parte de los depredadores que están en mayor densidad. Además cuando disminuye el consumo de T. urticae se incrementa el consumo intraguilda. Phytoseiulus persimilis en ausencia de T. urticae y en presencia de N. californicus adopta un comportamiento de depredación intraguilda sobre todos los estados de desarrollo de su conespecifico, mientras que N. californicus únicamente consume larvas de conespecíficos en ausencia del fitófago y en presencia de P. persimilis. Cuando se encontraban los dos depredadores en el mismo montaje y la misma densidad de población, no se observó un mayor consumo de T. urticae que cuando cada depredador es empleado por separado.


  Palabras clave: control biológico, fitoseidos, intraguilda.

  


  ABSTRACT


  Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) is an important pest of ornamental crops. A species of predatory mite used for its control is Neoseiulus californicus and Phytoseiulus persimilis (Acari: Phytoseiidae). This research proposes the use of joint releases of the two cited predators for the control of the pest. Several situations leading to interaction were evaluated: High density of one predator and low density of the other one, being the prey present or absent. The scenario with predators in equal densities and in presence of the prey was also evaluated. When a predator is in higher density and the prey present, the predator with the lower density increases the interference with the comsumption of preys by the predator with higher density. On the other hand, when the comsumption of T. urticae reduces, intraguild predation increases. P. persimilis shows intraguild predation behaviour when T. urticae is absent and N. californicus is present, consuming all developmental stages of its conspecific. Instead, N. californicus only feed on conspecific larvae, when the fitofagous was absent and P. persimilis was present. When the two predators were present in the same assemblage and with the same population density, the quantity of T. urticae consumed by both of them was not higher than the consumed one when each predator was present in separate way.


  Keywords: biological control, phytoseiid, intraguild.

  


  INTRODUCCIÓN


  Tetranychus urticae Koch es considerada una de las principales plagas en cultivos de Rosa sp. en la sabana de Bogotá (Acosta, 2010), causando pérdida de calidad, disminución en el crecimiento de las plantas y reducción en la producción de botones florales (Acosta et al., 2001). El alto potencial reproductivo de T. urticae, le permite incrementar su densidad de población en corto tiempo (Mesa et al., 1987; Mendoza et al., 2001), llevando a los productores a elevar las aplicaciones de acaricidas y directamente aumentar los costos de producción. Estos acaricidas generan consecuencias desfavorables para el ambiente y los seres humanos (Santamaría et al., 2002a, Santamaría et al., 2002b). Una alternativa efectiva como componente de un manejo integrado, ha sido la implementación del control biológico mediante el uso de ácaros depredadores pertenecientes a la familia Phytoseiidae (Zhang, 2003). Desde hace varias décadas se ha implementado el uso de Phytoseiulus persimilis como controlador específico de esta plaga, aunque existen otros ácaros depredadores como Neoseiulus californicus, ambos controladores han demostrado ser eficientes, pero actualmente en Colombia no se han realizado estudios sobre la liberación conjunta de estos depredadores, por lo cual, según Schausberger y Walzer (2001), bajo condiciones de invernadero se deben hacer liberaciones iniciales de P. persimilis, con el fin de hacer que la presa decaiga y posterior a esto hacer liberaciones con N. californicus para que este se mantenga presente en el cultivo y controle los individuos de la plaga que no haya consumido P. persimilis.


  Phytoseiulus persimilis es un ácaro depredador especialista y Neoseiulus californicus es una especie generalista, esta clasificación es dada según preferencias alimenticias y características morfológicas del depredador (Croft et al., 2004). No obstante, una de las limitantes del control biológico son las diferencias entre las condiciones ambientales del sitio de la introducción al de origen del benéfico, y la residualidad de los productos químicos que pueden interferir con la actividad de los depredadores (Gough, 1991). También es de vital importancia conocer las interacciones entre depredadores, al momento de realizar las liberaciones conjuntas (por las posibles interacciones tróficas que se crean). Tales interacciones, involucran a la planta, los fitófagos y los depredadores y debido a su complejidad no son un aspecto trivial cuando se utiliza el control biológico (Janssen et al., 1998).


  Trabajos previos sobre las interacciones en otros depredadores han demostrado que sistemas depredador-depredador y depredador-presa pueden verse afectados en comportamiento y dinámicas de población por competencia, interferencia y depredación intraguilda (Schausberger y Walzer et al., 2001, Onzo et al., 2004, Amarasekare, 2006). La competencia es la interacción interespecífica que se genera entre dos o más especies cuando el recurso es un factor limitante (Price, 1997, Gillott, 2005, Begon et al., 2006), la interferencia es la interacción en donde una de las especies cambia el comportamiento de forrajeo de la otra, en el caso de parasitoides y depredadores, los depredadores pueden consumir hospederos parasitados y por lo tanto detienen el desarrollo del parasitoide. También se puede dar un caso de interferencia en el cual parasitoides de diferentes especies ovipositan en huevos previamente atacados por competidores superiores o gastan mucho tiempo de búsqued a de la presa discriminando entre hospederos sanos y parasitados. Además, la interferencia se presenta entre especies que defienden su territorio o evitan la explotación del recurso en un espacio determinado. En algunos ejemplos también se pueden presentar ambos elementos como explotación e interferencia, cuando se agota el recurso y aumenta la agresión entre los ácaros depredadores con el fin de disminuir la densidad de individuos y así mismo disminuir la competencia y liberación de compuestos químicos es un caso de interferencia (Begon et al., 2006) y la depredación intraguilda hace referencia a especies del mismo nivel trófico que utilizan el mismo recurso y son competidores potenciales que pueden matar, comerse o parasitar (en el caso de parasitoides) a su competidor (Janssen et al., 1998; Rosenheim, 1998).


  Los fitófagos también han desarrollado estrategias para evitar la depredación haciendo uso de refugios y/o escapes conocido como comportamientos antidepredadores, inducidos por depredadores (Janssen et al., 1998, Venzon et al., 2000,). En algunas ocasiones las liberaciones conjuntas tanto de depredadores como de parasitoides han generado efectos positivos en el control de la población de la plaga (Onzo et al., 2004), pero en otros casos estas pueden conducir a depredación intraguilda afectando el control de la plaga (Walzer y Schausberger, 1999,Venzon et al., 2001, Schausberger y Walzer et al., 2001). También puede presentarse interferencia, por la liberación de compuestos químicos emitidos por la presencia de alguno de los depredadores (Guillott, 2005), esta interferencia se puede dar por comportamientos territoriales. Por lo tanto, es importante conocer todas las interacciones generadas en un sistema trófico para mejorar la efectividad del control biológico, conociendo por completo la biología y ecología de cada uno de los individuos que en este sistema interactúan. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las interacciones entre los ácaros depredadores N. californicus y P. persimilis que puedan afectar la efectividad del control de Tetranychus urticae cuando los dos depredadores actúan simultáneamente sobre la misma población del fitófago y determinar si se presenta depredación intraguilda en ausencia de T. urticae.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  El estudio se realizó en el laboratorio de Control Biológico de la Universidad Militar Nueva Granada, ubicado en Cajicá, Cundinamarca, bajo condiciones controladas a una temperatura promedio de 25 ± 1 ºC y 55 ± 5 % de humedad relativa. Para la obtención de los ácaros depredadores se llevó a cabo una cría bajo condiciones controladas siguiendo una modificación de la metodología propuesta por Mesa y Bellotti (1987), en cajas transparentes de 30 x 20 x 25 cm con tapa semihermética, provistas de un orificio central para ventilación de la caja. En el interior se dejaron foliolos de fríjol (Phaseolus vulgaris L.) variedad cerinza (que contenían los ácaros presa), utilizados para alimentar a P. persimilis y N. californicus. La producción de T. urticae se llevó a cabo en un sistema de cría masiva en campo, donde se infestaron plantas de fríjol de cinco semanas de edad, luego de emergidas las hojas verdaderas y se recolectaron para los respectivos montajes (Argüelles et al., 2006).


  Se utilizó un diseño de bloques al azar con 17 tratamientos, donde se realizaron combinaciones de las dos especies de depredadores, con el fitófago actuando cada uno de ellos por aparte o en conjunto y los dos depredadores sin la presa en conjunto, para cada tratamiento se realizaron seis repeticiones. Las unidades experimentales consistían en una caja de Petri de 15 cm de diámetro por 2 cm de altura. En el fondo se ubicó un trozo circular de papel absorbente humedecido del tamaño de la base de la caja, un foliolo de fríjol como sustrato y se colocó el número y edad de los individuos correspondientes a cada tratamiento con la ayuda de un pincel sobre cada foliolo. Las cajas se cubrieron con papel vinipel transparente para evitar que los ácaros se escaparan. Para todos los tratamientos, se observó el número de presas y depredadores muertos por depredación con un estereoscopio (cada cuatro horas), por un lapso total de 20 h. No se reemplazaron individuos consumidos. El número de huevos consumidos fueron contados cada 4 h, restando la densidad inicial (20 o 30 huevos según tratamiento), al número de huevos presentes en el momento de evaluación, de acuerdo con lolo recomendado por Fernando y Hassell (1980). Para las otras edades únicamente se registro el número de individuos succionados (depredados).


  PREFERENCIA ALIMENTICIA


  Para estimar las preferencias alimenticias de los depredadores sobre las diferentes edades de la presa, se utilizó un diseño de bloques al azar con cinco tratamientos y seis repeticiones. Para cada tratamiento se usó una proporción de un depredador y 80 presas discriminadas en 20 individuos por edad del fitófago (huevo, larva, ninfa y adulto). Los tratamientos se diferencian entre sí, según la edad de los dos depredadores a evaluar (Tabla 1). Las larvas de P. persimilis fueron excluidas de los tratamientos porque según Zhang (2003) y Gotoh et al. (2004), estas no tienen un comportamiento de depredación en este estado. Se hicieron conteos de los individuos depredados, con una regularidad de 4 h durante 20 h.
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  EVALUACIÓN DE LOS DEPREDADORES SOBRE T. urticae A LA MISMA DENSIDAD


  Se evaluaron los efectos de P. persimilis y N. californicus sobre poblaciones de T. urticae en el mismo sistema. Para estos tratamientos se utilizaron ninfas o adultos de ambas especies y 120 presas por tratamiento. Se comparó el consumo total por parte de los fitoseidos cuando actúan únicamente sobre el fitófago y también cuando están en presencia de un depredador de la misma edad, contando en cada caso el número de presas consumidas en un periodo de 20 horas (Tabla 2).
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  EVALUACIÓN DE LOS DEPREDADORES EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE T. urticae


  Se evalúo el consumo de P. persimilis y N. californicus sobre los diferentes estados de T. urticae y y en presencia y ausencia del mismo. Se utilizaron cinco tratamientos y seis repeticiones para cada uno de estos. En presencia de T. urticae se colocaron 81 fitoseidos (80 individuos de un depredador + 1 individuo del otro depredador) en una proporción de 1:1 para el depredador de mayor población con respecto a T. urticae. Para evaluar cómo la presencia de los depredadores en el mismo sistema afectan el consumo sobre T. urticae, al compararse con los consumos de cada depredador actuando independiente y a la misma densidad. Para conocer la depredación intraguilda de N. californicus y P. persimilis en ausencia del fitófago, los montajes consistían en un depredador en edad ninfa o adulto para P. persimilis y 80 individuos de N. californicus, considerando todas las edades de T. urticae estaban discriminadas en 20 huevos, 20 larvas, 20 ninfas y 20 adultos para un total de 80 individuos por tratamiento. Con N. californicus se tomaron larvas, o ninfas, o adultos con 80 individuos de P. persimilis, con la misma distribución que P. persimilis. Se registró el número de depredadores de la misma especie consumidos cada 4 h, durante 20 h.


  ANÁLISIS ESTADÍSTICO


  Se realizaron los análisis requeridos para comparar el consumo de los dos depredadores en presencia o ausencia de T. urticae y para efectuar las comparaciones del efecto del consumo de los depredadores individualmente o en conjunto. Se realizaron análisis de varianza y pruebas de comparación múltiple de Tukey para evaluar las diferencias entre tratamientos, en aquellos casos en que los residuales presentaron distribución normal. En los casos en los cuales no fue posible obtener una aproximación razonable de los residuales a la distribución normal, se utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskall Wallis. Los análisis se realizaron con el software estadístico R 2.6.0 de libre distribución (http://www.rproject.org/).


  RESULTADOS


  PREFERENCIA ALIMENTICIA


  Se observó que el consumo total del fitófago fue en promedio de 14 ± 0,3 individuos por parte de ninfas y adultos de P. persimilis. Mientras que ninfas y adultos de N. californicus consumieron en promedio 17 ± 2.2 y 15 ± 1.0 individuos respectivamente. Sin embargo, no se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) cuando se comparó el consumo de individuos de T. urticae entre ninfas y adultos de un mismo depredador. De la misma forma, no se presentaron diferencias en el consumo de presas cuando se comparó el número de individuos de T. urticae depredados en las edades de ninfa y adulto entre depredadores (p > 0.05). En términos de preferencias por edad de la presa, por cada una de las edades de los dos depredadores se observó que ninfas de P. persimilis consumieron más huevos (p = 0,030) y larvas (p = 0,007) que adultos de T. urticae (Fig. 1) lo cual coincide con lo reportado por Takafuji y Chant (1976). Lo anterior demuestra una preferencia de las ninfas del depredador hacia estados inmaduros a pesar que pueden consumir estados maduros. Aunque los adultos del depredador no presentaron diferencias significativas (p = 0,179) en la preferencia por alguna de las edades de la presa, se observa un mayor número de individuos consumidos en edades de huevo y larva. El consumo por parte de ninfas de N. californicus no presentó una preferencia hacia alguna de las edades de T. urticae (p = 0,09). Sin embargo, cuando se encontraba en edad adulta tuvo un mayor consumo sobre larvas y ninfas (p = 0,008), lo anterior concuerda con lo observado por Forero (2008), donde se obtuvieron consumos superiores hacia larvas (18) y ninfas (19) que hacia adultos (3,4) de T. urticae cuando N. californicus lo controlaba.
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  EVALUACIÓN DE LOS DEPREDADORES SOBRE T. urticae A LA MISMA DENSIDAD


  En el caso de ninfas de P. persimilis y N. californicus a la misma densidad, se presentó un consumo promedio de 10 ± 2.5 huevos, 7 ± 0.9 larvas, 7 ± 0.6 ninfas y 8 ± 0.8 adultos, siendo el consumo sobre larvas y ninfas menor que el consumo registrado cuando los dos depredadores interactúan con su presa en sistemas independientes. Para adultos se registró un menor consumo de 4 ± 0.8 huevos, 6 ± 1.0 larvas, 6 ± 1.2 ninfas y 5 ± 0.9 adultos, en este caso el consumo sobre huevos es menor en sistemas donde P. persimilis se encuentra con T. urticae que cuando actúa independiente (Fig. 2).
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  EVALUACIÓN DEL CONSUMO DE N. californicus Y P. persimilis EN PRESENCIA DE T. urticae


  La presencia de un segundo depredador generó una reducción del consumo de T. urticae por parte del depredador que se encontraba en mayor proporción. En el caso de N. californicus en proporción 1:1 con T. urticae y un solo individuo de su P. persimilis (una ninfa o un adulto), se observó una disminución en el consumo total de individuos. N. californicus en presencia de un adulto de P. persimilis consume 30 ± 4,4 individuos de T. urticae y en presencia de una ninfa de P. persimilis fue de 50 ± 2,4 individuos (p = 0,003). En la figura 3 se observa que al incrementar la edad de P. persimilis se presenta mayor interferencia y menor consumo de N. californicus sobre T. urticae. El comportamiento anterior fue observado con P. persimilis cuando se encontraba en proporción 1:1 con T. urticae y en presencia de larvas, ninfas o adultos de N. californicus. El adulto de N. californicus generó una mayor interferencia sobre el consumo de P. persimilis comparado a la interferencia que generan larvas (p = 0,0002) o ninfas (p = 0,003) de N. californicus sobre el consumo de P. persimilis.
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  DISCUSIÓN


  PREFERENCIA ALIMENTICIA


  El consumo por parte de larvas fue menor en relación al consumo por ninfas y adultos en el caso de N. californicus. Este comportamiento posiblemente pueda atribuirse a las diferentes demandas nutricionales y energéticas de los depredadores dependiendo de la edad, como lo reportan Sabelis (1985) y Fernando y Hassell (1980), puesto que los depredadores en edades adultas tienen mayores exigencias metabólicas y menores tiempos de manipulación, lo que tiene como resultado un mayor número de presas consumidas.


  EVALUACIÓN DE LOS DEPREDADORES SOBRE T. urticae A LA MISMA DENSIDAD


  Debido a las preferencias encontradas por las diferentes edades de la presa, se puede pensar que en el momento de una liberación en conjunto los depredadores tendrían un efecto sinérgico, presentándose un consumo superior en la edad donde las preferencias por parte de ambos depredadores se superponen (larvas), también se esperaría que al estar los dos depredadores en el mismo sistema los valores de consumo sobre huevos, larvas, ninfas y adultos fueran el resultado de la suma del consumo de las dos especies cuando actúan por aparte, pero esto no sucedió en el sistema con ambos depredadores. De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que estos resultados son similares a los obtenidos por Schausberger y Walzer (2001) cuando realizaban liberaciones en conjunto o individuales de P. persimilis y Neoseiulus californicus en gérbera.


  Por lo anterior, se puede afirmar que a pesar de que se presentan diferencias por la preferencia de la edad de T. urticae, por parte de P. persimilis y N. californicus cuando atacan independientemente, el efecto de la liberación conjunta de los dos depredadores no permite un control más alto que el obtenido con liberaciones de cada uno por separado. El único estado del fitófago en que se observa un consumo aproximadamente aditivo para los dos depredadores al hacer la liberación conjunta, es el estado adulto de la plaga. La interferencia es una interacción que afecta el consumo entre depredadores disminuyendo la cantidad de presas atacadas y consumidas (Price, 1997; Gillott, 2005), siendo posiblemente el motivo por el cual no se presentó un efecto acumulativo de consumo cuando los depredadores se encontraban atacando a T. urticae en conjunto. Resultados similares fueron obtenidos por Onzo et al. (2004), quienes realizaron experimentos donde los depredadores Typhlodromalus aripo De Leon y Typhlodromalus manihoti (Moraes) fueron usadas para controlar independientemente y en conjunto poblaciones de Mononychellus tanajoa (Bondar) en yuca. En este caso tampoco se observo un efecto aditivo del consumo del fitófago al compararse con los consumos de cada depredador cuando se encontraba actuando sobre su presa en ausencia del otro depredador.


  EVALUACIÓN DEL CONSUMO DE N. californicus Y P. persimilis EN PRESENCIA DE T. urticae


  Se generó un consumo intraguilda entre los depredadores por falta de suficientes recursos, similar a lo reportado por Schausberguer y Croft (2000). Esto posiblemente se debe a que estados móviles del fitófago buscan refugios para evitar ser depredados, pues T. urticae tiene la capacidad de reconocer conespecíficos muertos y evitar estas áreas de alimentación, dejando vulnerables al ataque y consumo estados inmóviles como huevos o quiescentes (Venzon et al., 2000).


  Walzer et al. (2001) reportan depredación intraguilda para P. persimilis y N. californicus. Esto es usual en artrópodos generalistas, los cuales no solo atacan las poblaciones de la plaga, sino a otros enemigos naturales (cuando las presas tradicionales no se encuentran dentro del sistema). Se ha observado que la densidad de la plaga incrementa cuando dos especies de depredadores coexisten por causa de la disminución de la población de los depredadores o parasitoides, debido al consumo intraguilda de estados inmaduros (Janssen et al., 1998). En el caso de P. persimilis y N. californicus los dos prefieren consumir larvas y ninfas de T. urticae que huevos, por la dificultad de penetrar el corión de los huevos (Walzer y Schausberger, 1999). Phytoseiulus persimilis en ausencia de T. urticae y en presencia de las tres edades de N. californicus consume todos los estados de coespecificos como se observa en la figura 4. Walzer y Schausberguer (1999) reportan comportamiento de canibalismo por parte de ninfas y protoninfas de P. persimilis sobre estados inmaduros en ausencia de T. urticae. Los mismos autores argumentan que P. persimilis es un depredador especialista, que en ausencia del fitófago depreda a conespecíficos, en lugar de consumir otro tipo de presa diferente como Neoseiulus californicus. Lo anterior coincide con posteriores estudios realizados por Schausberger y Croft, (2000) donde se evaluaron especies generalistas y especialistas en relación al consumo intraespecífico en ausencia de las presas acostumbradas, dando como resultado consumos intraespecíficos para los dos tipos de depredadores sobre estados de huevo y larva.
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  Huevos y larvas de N. californicus fueron consumidos por parte de conespecíficos en presencia de una ninfa de P. persimilis y se reportó un consumo de larvas únicamente en presencia de un adulto de P. persimilis (Fig. 5). Walzer y Schausberger (1999) sugieren que este comportamiento se encuentra asociado a la capacidad que presentan los ácaros especialistas para discriminar entre conespecíficos y heteroespecíficos, generando un mayor consumo de los conespecíficos de su misma especie, al contrario de las especies generalistas que prefieren consumir heteroespecíficos. Al ser considerado P. persimilis una especie especialista y N. californicus una especie generalista se puede observar un mayor consumo por parte de P. persimilis sobre sus conespecificos, al compararse la depredación intraguilda de N. californicus (Fig. 4), y la de P. persimilis (Fig. 5) (Croft et al., 2004). Esto puede deberse a que especies generalistas pueden permanecer por más tiempo en ayuno que especies especialistas. Por lo tanto, la tendencia al canibalismo es menor en N. californicus que en P. persimilis similar a los resultados reportados por Schausberger (2003) en N. californicus y P. persimilis.
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  CONCLUSIONES


  Cuando P. persimilis y N. californicus se encuentran en el mismo sistema se presenta una disminución en el consumo de T. urticae, debido a la interferencia generada por cada depredador entre sí, principalmente en edad adulta. Sin embargo, no cambia la preferencia alimenticia de cada depredador por los estados de T. urticae.
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  RESUMEN


  Se construyó un modelo de simulación dinámica con la intención de explicar el comportamiento del fósforo total en el agua y su relación con el estado trófico del humedal de Jaboque, Bogotá D. C., Colombia. En el modelo se incluyen los flujos de entrada y salida del agua y los aportes de fósforo total en cada una de las tres secciones de la cubeta con características morfométricas y condiciones físicas y químicas del agua muy diferentes. La modelación dinámica se basó en ecuaciones diferenciales y para ella se utilizó el programa computacional Stella 9.1®. En los meses con mayores caudales (época de lluvias), la carga de fósforo disminuye en las tres secciones del humedal, mientras que en los meses con menores caudales (época de sequía), la misma se incrementa. En la sección uno (tercio alto) el valor del índice de estado trófico fue de 45,09 mg/m3 y el tiempo de retención hidráulica de 14 días/año. En la segunda sección (tercio medio) el valor del mencionado índice fue de 35,89 mg/m3 y el THR fue de 34 días/año. Finalmente, en la tercera sección (tercio bajo) los valores fueron 19,5 mg/m3 y 40 días/año respectivamente. Estos valores indican que la primera y segunda sección se encuentran en condiciones de eutrofía y la tercera de mesotrofía. El análisis de sensibilidad permitió estimar que con una carga de 0,62 mg/m3 de fósforo total se podrían mantener las condiciones de mesotrofía en la tercera sección y que para las dos primeras secciones se debería reducir la carga hasta 0,2 mg/m3, para alcanzar un estado de mesotrofía.


  Palabras clave: humedales, Jaboque, índice de estado trófico (IST), modelación diná- mica, tiempo hidráulico de retención (THR), índice de estado trófico (ist).


  

  


  ABSTRACT



  A dynamic simulation model to explain the behavior of the total phosphorus in water and its relationship to the trophy status of wetland Jaboque, Bogotá D. C., Colombia, in three sections with particular physical and chemical characteristics is presented. The model includes the inflow and outflow flows of water and total phosphorus contributions in each of the three sections of the wetland with morphometric and water physicochemical conditions very different. The dynamic modelling was based on differential equations; we used the computer program Stella 9.1®. In the months with higher flow (rainy season), the phosphorus load decreases in the three sections of the wetland, while in the months with lower flow (dry season) increases. In section one (third highest) trophy state index was 45.09 mg/m3 and hydraulic retention time of 14 days/year in the second section (middle third) trophy state index was 35.89 mg/m3 and the THR was 34 days/year. In the third section (lower third) values were 5.19 mg/m3 and 40 days/year respectively. These values indicate that the first and second sections are able to eutrophic state and third to mesotrophic. Sensitivity analysis allowed estimating that with a load of 0.62 mg/m3 total phosphorus could be maintained mesotrophic conditions in the third section and for the first two sections should be reduced to 0.2 mg/m3 load to achieve a mesotrophic state.


  Keywords: dynamic modelling, hydraulic retention time,wetlands, trophic state, Jaboque.


  

  


  INTRODUCCIÓN



  ÁREA DE ESTUDIO


  El fósforo (P) es un elemento cuya disponibilidad normalmente es reducida en el medio natural, pero es muy importante porque juega un papel fundamental en los procesos metabólicos de los seres vivos. Es un limitante para la vida y para el desarrollo de la agricultura por lo cual se utilizan fertilizantes con fósforo (Lassaletta, 2004). En Colombia la aplicación indiscriminada de abonos en la agricultura se manifiesta en una carga extra de nutrientes entre los que figura el fósforo. Estos abonos son lavados y llegan a los ríos, los lagos y los humedales en lo que, dependiendo de las capacidades disipativas del sistema afectado, promueven el avance del proceso de eutrofización. Actualmente, la mayoría de los humedales de Colombia se encuentran en proceso de colmatación y eutrofización por la influencia de sustancias alóctonas, como el fósforo proveniente de la actividad del hombre (Donato, 1998). Situación similar a la que evidencia en el humedal urbano de Jaboque (Álvarez, 2005; Álvarez, 2007; Álvarez, 2010; Álvarez, 2012). El humedal de Jaboque posee una extensión de 75 Ha. Es una zona de inundación del río Bogotá y está ubicado en un cuadrante con las coordenadas geográficas en 4,728570º N; 4,696868º S; -74,115514º E; -74.149692º W. Daton WGS84 (Google EarthTM, DigitalGlobTM). Se caracteriza por presentar áreas permanentemente anegadas con espejos de agua, vegetación acuática (flotante o enraizada) y vegetación de ribera. En este ecosistema se diferenciaron tres zonas, una muy intervenida y situada dentro de la ciudad; una de transición, con áreas semiurbanas; y una mejor conservada. La profundidad media del humedal es de 0,6 m. En las últimas cuatro décadas el humedal ha visto reducida su extensión por la variación del drenaje, las cargas orgánicas de las aguas y vertimientos, la colmatación y la pérdida de superficie y profundidad de la cubeta por la deposición de escombros provenientes de la construcción; ha ocasionado el fraccionamiento del humedal en tres secciones. Esta situación ha incidido para que en el humedal se alteraran atributos relacionados con la estructura y composición de sus comunidades bióticas, con lo cual se han reducido los servicios ecosistémicos que el humedal ofrece.


  En esta contribución se documenta la variación del contenido total del fósforo en el agua a partir de su entrada al humedal (vía descarga) y se relaciona su marcha y transporte a partir de la variación en las condiciones morfométricas de la cubeta y los cambios en la condición física y química del agua durante un ciclo anual, y buscó responder las siguientes preguntas de investigación: ¿la precipitación y la descarga de la cuenca aferente influyen en el comportamiento del fósforo total?, ¿el estado trófico del humedal depende del ciclo hidrológico y la descarga de fósforo?. Se planteó un modelo dinámico del fósforo en el humedal, el cual sigue el enfoque de Vollenweider, 1970, para calcular la carga crítica de fósforo. Es el enfoque más utilizado por centros de investigación y autoridades mundiales con intereses en la investigación en humedales. La Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE, 1982) adelantó investigaciones sobre las relaciones cuantitativas de nutrientes y la eutrofización ocasionada por estas cargas en lagos y embalses; una de las clasificaciones (Janus y Vollenweider, 1981; OCDE, 1982) que propusieron para determinar los diferentes estados tróficos se basa en variables de fácil medición (Tabla 1).
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  Mediante la construcción de modelos, la simulación dinámica permite observar el comportamiento de los sistemas así como predecir sus respuestas frente a una intervención a través del tiempo. Los modelos dinámicos consisten en ecuaciones que describen el cambio como una función del tiempo. La simulación incrementa la capacidad de hacer predicciones relativamente acertadas acerca de futuros estados de un sistema determinado. Por ello, al igual que otros modelos, este describe la realidad con una cierta precisión. Aunque la modelación en humedales es relativamente reciente (Van der Peijl y Verhoeven, 1999), sus resultados son muy útiles para comprender los problemas que los afectan y lograr un cambio sostenible y eficaz en su manejo (Winz et al., 2009).


  METOLOGÍA


  SIMULACIONES


  Se realizaron utilizando Stella 9.1 ®, software recomendado para realizar modelos hidrológicos y ecológicos (Jogersen y Bendoricchio, 2001; Zhang y Mitsch, 2005; Jørgensen, 2008). Se simularon los cambios mensuales en condiciones normales y extremas (mayores y menores) de descarga del caudal y de la precipitación. De igual manera para realizar los análisis de sensibilidad del modelo se relacionó la precipitación con las variables dependientes como volumen, concentración del fósforo total y estado trófico. El modelo conceptual se transformó mediante el uso de algoritmos. Para cada una de las variables (Tabla 2) se desarrollaron las respectivas ecuaciones para establecer la relación entre las variables moderadoras, las independientes y las de estado del modelo (Anexo 1). La simulación tuvo por objeto conocer y predecir el comportamiento de las fluctuaciones del fósforo total y del estado trófico del humedal en sus tres secciones, con relación a la carga de entrada, en especial a la que proviene de los canales Ángeles y Carmelo que transfieren la carga de la cuenca aferente inicialmente en la sección uno (Fig. 1).
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  ESTRUCTURA DEL MODELO DE SIMULACIÓN DINÁMICA


  Con el fin de evaluar el estado trófico del humedal en cada una de sus secciones se desarrolló un modelo de balance de masas (Hakanson y Peters, 1992; Fraile et al., 1995; Hakanson, 2009). El modelo tiene en cuenta la dinámica del almacenamiento del fósforo total en cada sección del humedal (IST), de acuerdo con el patrón de carga de ingreso (Cin*Q). También sirve el modelo para simular el comportamiento trófico del humedal, de acuerdo con la concentración influente de fósforo total en cada sección. Con el fin de determinar el estado trófico de cada sección se relaciona el tiempo hidráulico de retención (THR) con la carga de ingreso de fósforo (Cin) de acuerdo con los modelos propuestos por la OCDE (1982) y por Vollenweider, (1970). Se simuló la concentración máxima estimada de fósforo total, definida como "la concentración del tributario corregida por la renovación hidráulica". Así la carga normalizada de fósforo no tiene en cuenta los aportes difusos por vertimientos provenientes de procesos naturales y/o vertimientos urbanos o agrícolas.


  BALANCE DE MASAS Y DETERMINACIÓN DE FÓSFORO TOTAL


  Los modelos de eutroficación de Vollenweider (1970) y la OCDE (1982), se basan fundamentalmente en la teoría de balance de masas, para explicar los flujos de fósforo total (Pt) en lagos y humedales y se describen de acuerdo con las siguiente ecuación diferencial (Hakanson y Boulion, 2002).
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  V = Volumen del humedal (m3)


  dC/dt = El cambio de la concentración (dC) de una substancia en el cuerpo de agua, para el caso fósforo total (Pt), por unidad de tiempo (mg/m3/año)


  C = Concentración de una substancia en el cuerpo de agua (mg/m3)


  Cin = Concentración de una substancia en el tributario (mg/m3)


  Q = Descarga del tributario (m3/año)


  Rsed = Tasa de sedimentación de una substancia (L/año)


  El tiempo teórico de retención de un químico o de una partícula en suspensión se define como la relación entre el volumen del cuerpo de agua y la descarga, Tw = V/Q. Este valor es asumido con registros mensuales. El tiempo de retención de una partícula en suspensión o de una substancia es definido de la siguiente manera:
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  En el primer modelo de carga para humedales, presentado por Vollenweider (1970), la ecuación básica de balance de masas fue alterada un poco. Los referentes de datos empíricos indican que una mejor predicción de carga interna de fósforo total puede ser obtenida de la siguiente formula (Hakanson y Boulion, 2002):
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  Basados en las mismas variables y parámetros del modelo original de Vollenweider, se desarrolla el modelo empírico de la OCDE (1982), de la siguiente manera:
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  SUPUESTOS DEL MODELO


  1. La carga interna (Cin) de fósforo total se calcula a partir del punto de entrada de cada sección y no se tienen en cuenta los posibles aportes difusos por vertimientos y/o escorrentías posteriores a la entrada de cada sección.


  2. Los datos de fósforo total disponibles corresponden a un año de muestreo, realizado por el grupo de investigación en Biodiversidad y Conservación del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional (Álvarez, 2005) representando periodos húmedos y secos (Tabla 3).


  3. El modelo no incluye las cargas internas de fósforo generadas por la descomposición de macrófitas y los derivados de la excreciones del zooplancton y macroinvertebrados.


  4. El modelo supone una condición estable de mezcla, toda vez que por la profundidad promedio del humedal de 60 cm, es poco probable la existencia de una condición estratificada de la masa de agua.


  5. En la modelación del estado trófico del humedal se tuvo en cuenta la concentración de fósforo total proveniente de la cuenca aferente corregida por la renovación hidráulica (Fraile et al., 1995).


  6. Con el fin de facilitar la modelación se tuvieron en cuenta las medias mensuales de fósforo total encontradas en las zonas de flujo de entrada a cada sección.


  
    

  


  
    7. De acuerdo con la zonificación del humedal Jaboque, se asume cada sección como
  


  
    un subsistema interconectado debido a que cada una tiene características morfométricas,
  


  
    físicas y biológicas propias.
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  RESULTADOS


  Las variaciones de la concentración del fósforo total en cada sección del humedal siguen un patrón inverso al de la precipitación y la descarga de caudal de la cuenca aferente. En los meses secos (valores bajos de precipitación) las concentraciones de fósforo aumentan en cada una de las secciones. Las variaciones de concentración de fósforo en la sección uno son más altas que en la sección dos (tercio bajo) en donde las mismas tienden a disminuir debido a que la mayor capacidad de almacenamiento de agua diluye parcialmente la carga de fósforo. Los resultados globales indican que el proceso depende estrechamente del ciclo hidrológico (Mitsch et al., 1995; Wetzel, 2001; Hakanson y Boulion, 2002).


  En la figura 1 y en la Tabla 3 se muestran las estimaciones de la marcha mensual de la carga de fósforo (Cin) para cada sección. Nótese que en los meses de diciembre, enero, febrero, marzo y julio, agosto, septiembre, los de menores precipitaciones, se presentan las concentraciones más altas de fósforo y en los meses de mayores precipitaciones abril, mayo, junio, octubre, noviembre, disminuye la concentración de fósforo en todas las secciones. La tercera sección muestra un comportamiento más homogéneo con variaciones menos drásticas que las secciones uno y dos. En esta sección (tercio alto del humedal) el tiempo hidráulico de retención del agua (THR) debe incidir en el comportamiento del fósforo total (Fraile et al., 1995; Hakanson y Boulion, 2002).


  Mediante un análisis de regresión se compararon los valores estimados de fósforo total con los resultados de la modelación (Tabla 3) para cada una de las secciones. Se encontró una buena correspondencia para todas las secciones. Para la primera sección fue de r2 = 0.72 y = 0,6906x+0,2368, p<0,001 para la segunda sección fue de r2 = 0,81, p<0,001 y = 0,4778x+0,3331 y para la tercera r2 = 0.85; y = 0,8597x+0,0751, p<0,001 (Tabla 3). Las diferencias entre los valores de campo y los valores modelados se presentaron en mayo, junio, julio, agosto, septiembre y noviembre, lo cual se puede asociar con las complejas características morfométricas del humedal originadas especialmente por la construcción de obras de control de inundaciones en las dos primeras secciones y de los diques y jarillones (precolombinos) en la tercera sección.


  MODELACIÓN DEL ÍNDICE DE ESTADO TRÓFICO (IST)


  Los valores resultantes en la primera sección (tercio alto) oscilan entre 27,6 mg/m3 y 60,13 mg/m3 de fósforo total e indican condiciones de eutrofía. En la segunda sección (tercio medio) fluctúan entre 14,52 mg/m3 y 53,8 mg/m3 de fósforo total que se asocian con condiciones de eutrofia (Tabla 3). Sin embargo en los meses con valores mayores en la precipitación las condiciones tienden a ser mesotróficas, lo cual puede ser ocasionado por un menor tiempo de retención del fósforo debido al aumento de la descarga de la cuenca aferente que parcialmente lava y transporta a mayor velocidad el elemento (Jorgesen, 2003). También a este respecto, cabe mencionar que en esta sección hay otros factores que pueden asociarse con el estado eutrófico, como son la abundancia de macrófitas, las altas concentraciones de clorofila_a (Chl_a) y las bajas concentraciones de oxígeno (hipoxia), seguramente relacionadas con la construcción de vasos (materas) y jarillones (Álvarez, 2005). En la tercera sección (tercio bajo), los valores fluctúan entre 12,97 mg/m3 y 29,7 mg/m3 que corresponden a condiciones mesotróficas (Tabla 3 y Fig. 2). Acá, durante todo el año predominan las condiciones mesotróficas, que indican mejores condiciones ecológicas, igualmente el tiempo de retención hidráulica aumenta, con lo cual en esta sección se mejoran los ciclos biogeoquímicos, entre estos el del fósforo (Fig. 2).
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  En la figura 2 y en la tabla 3 se muestran los resultados de la modelación del índice de estado trófico (IST) del humedal y el tiempo hidráulico de retención y se compraran los resultados entre la secciones del humedal. Se aprecia que en todas las secciones del humedal, a mayor tiempo hidráulico de retención, el índice de estado trófico tiende a ser mayor, especialmente en diciembre, enero, febrero y agosto y julio, meses con menores precipitaciones. A menor tiempo hidráulico de retención, se observa menor valor del índice de estado trófico, lo cual indica que el comportamiento del IST se encuentra en función del THR. Los valores bajos del índice de estado trófico se presentan en abril y mayo y coinciden con los valores bajos de THR, correspondencia que se manifiesta en las tres secciones. También es evidente que el tercio bajo del humedal se encuentra en condiciones de mesotrofia, mientras que los dos primeros tercios las condiciones son de eutrofia, con variaciones fuertes del índice de estado trófico. Estas variaciones se traducen en la pérdida del papel amortiguador/depurador de la carga trófica en estas secciones (Tabla 3). Los resultados muestran que en la temporada de mayor lluvia (invierno) las concentraciones de fósforo y el tiempo hidráulico de retención se reducen, lo cual puede asociarse con un efecto de lavado de nutrientes debido al aumento de la descarga de agua y como lo señala Jogersen (2003) un mejoramiento del estado trófico del humedal. A este respecto, Zhang y Mitsch, 2005, sugieren tiempos hidráulicos de retención superiores a 15 días, para que se ejerza un función depuradora en humedales. Se podría afirmar que solamente en la tercera sección de humedal, se combinan condiciones de carácter físico y biológico que indicarían una función depuradora en el sistema de Jaboque.


  ERROR RELATIVO


  Los resultados de la estimación del error relativo muestran en la primera sección un promedio de 0,09 con una desviación estándar de 0,24, que indican la no sobrestimación de los valores y variación relativamente baja por el modelo. En la segunda sección el promedio fue de - 0,03 y la desviación estándar de 0,16. Cuando el valor es negativo se podría inferir que existe una tendencia a la subestimación de los resultados pero su variación no es fuerte. En la tercera sección el promedio del error relativo fue de 0,03 y la desviación estándar de 0,16, que indican poca variación. Se puede afirmar que los resultados de la modelación para todas las secciones del humedal indican una buena capacidad descriptiva del modelo, debido a que reproduce el comportamiento general de la dinámica de acuerdo con los datos recogidos/esti- mados en campo.


  ANÁLISIS DE SENSIBILIDAD DEL MODELO


  El análisis de sensibilidad del modelo (Jørgensen y Bendoricchio, 2001; Hakanson, 2004) permitió verificar la influencia de la concentración de fósforo en la marcha del indicador de estado trófico y probar la solidez del modelo por la relación proporcional entre las cargas de fósforo que ingresan a cada sección, (Tabla 4). Los resultados de este análisis mostraron que en la sección uno, los límites de la carga de fósforo oscilan entre 0,2 mg/m3 y 0,35 mg/m3 para mantener un estado mesotrófico, para la sección dos entre 0,62 mg/m3 y 0,77 mg/m3 para logar un estado mesotrófico y para la sección 3 debe mantenerse una carga máxima de 0,77 mg/m3 para sostener una condición mesotrófica. Las suposiciones anteriores, son apenas aproximaciones de eventos probables en el humedal, si no se disminuyen las cargas de fósforo. El modelo propuesto es una aproximación que se debe complementar con más datos e incorporar otras variables para lograr una mayor definición de la dinámica de la eutroficación. En términos de gestión y manejo del humedal, es importante plantear logros en términos de recuperación. El análisis de sensibilidad muestra, que lograr la meta de un estado oligotrófico es casi imposible. Con una carga de 0,2 mg/m3 de fósforo, se estaría llegando a niveles de mesotrofia, condición aceptable para la recreación y uso del agua para riego; obviamente, si la oferta hídrica del humedal lo permite. Dadas las actuales condiciones y los resultados de la modelación, es urgente mejorar las condiciones tróficas de la sección tres (tercio bajo, conservado) e iniciar las investigaciones necesarias que permitan recuperar las condiciones cercanas a las originales en las dos primeras secciones.
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  CONCLUSIONES


  El modelo desarrollado constituye una aproximación a la compresión del proceso de transporte de fósforo total en el agua y su relación con la eutrofización en el humedal de Jaboque. Básicamente el instrumento facilita la compresión de las relaciones entre el ciclo hidrológico y la marcha del fósforo total en el humedal. Las variaciones de la modelación mostraron que las variaciones de la concentración del fósforo total en cada sección del humedal, siguen un patrón inverso al de la precipitación y al de la descarga de la cuenca aferente. En el periodo de altas precipitaciones en mayo - junio y en octubre - noviembre, las concentraciones disminuyen y la carga de fósforo se diluye en un mayor volumen de agua como lo señaló Jørgensen (2003).


  El índice de estado trófico (IST) en la primera sección fue de 45,9 mg/m3 y el THR de 14 días/año; en la segunda sección el IST fue de 35,89 mg/m3 y el THR de 34 días/año respectivamente. En la tercera sección el IST fue de 19,9 mg/m3 y el THR de 40 días/año. Los datos muestran que la tercera sección (tercio bajo del humedal) se encuentra en mejores condiciones tróficas (mesotróficas), mientras que en las dos primeras secciones predominan las condiciones de eutrofia. Se podría afirmar que en la tercera sección de humedal se combinan condiciones de carácter físico y biológico que se asocian directamente con su función depuradora en el humedal. En Jaboque existe una alta dependencia entre el ciclo hidrológico y el estado trófico.


  El análisis de sensibilidad mostró que podría existir cierta independencia de la marcha del fósforo total del ciclo hidrológico en la tercera sección (tercio bajo del humedal), porque esta zona amortigua la descarga proveniente de las dos primeras secciones. En las actuales condiciones, lograr la meta de un estado oligotrófico en todo el humedal es casi imposible.
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  RESUMEN


  La descripción formal de especies ha sido el método básico, durante 250 años, para documentar la biodiversidad del planeta. El análisis de los patrones de la descripción de especies permite identificar tendencias y vacios del conocimiento taxonómico. Aquí, presento un análisis de las especies nuevas descritas para Colombia durante 20002009. Los datos los obtuve mediante una búsqueda en una base de datos bibliográfica de acuerdo a ciertas palabras y seguida por una clasificación de cada registro donde se describió una especie nueva para Colombia. Mis resultados los comparo con la información existente para el planeta. Durante la década del 2000 se describieron 1272 especies nuevas para Colombia que corresponden al 0,72 % de las especies nuevas del planeta. Algunos taxones tales como Ascomycota y Proteobacteria estuvieron pobremente representados para Colombia mostrando menos del 0,14 % de las especies descritas en esos grupos para el planeta. Por su parte las plantas y los vertebrados descritos como nuevos para el país representan entre el 1,2 y el 10 % de las especies nuevas de esos grupos. Dado que Colombia es un país megadiverso el descubrimiento y la descripción de las especies desconocidas en su territorio tendrá un gran efecto en el conocimiento de la biodiversidad global, no obstante, es necesario aumentar el apoyo a la investigación taxonómica e intensificar el trabajo en ciertos taxones (e.g., Insecta).
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  ABSTRACT


  The formal description of new species has been the basic method, during 250 years, of documenting the Planet’s biodiversity. Analysis of species description patterns identifies trends and gaps in taxonomic knowledge. Here, I present an analysis of Colombian new species described during 20002009. I constructed a dataset by bibliographic database searching with specific key words, and then classified each record where a new species was described for Colombia. I compared my results against information for the entire Planet. During the years 2000-2009, 1272 new species where described for Colombia, which represents 0.72 % of the new species for the Planet. Some taxa as Ascomycota and Proteobacteria where poorly represented for Colombia representing less than 0.14 % of the new species for those taxa in the planet; while new plant and vertebrate species described for the country comprised between 1.2 and 10 % of the new species in these groups. Because Colombia is a megadiverse country, the discovery and description of its unknown species would have a great effect at the global biodiversity knowledge. However, it is necessary more support for taxonomic research and strengthening the taxonomic work in some groups (e.g., Insecta).


  Keywords: Colombia, bibliometrics, new species, taxonomy.

  


  INTRODUCCIÓN


  La diversidad es quizá el atributo más evidente de la vida en la Tierra. El concepto biodiversidad es amplio e incluye todos los tipos y combinaciones de la variación natural en todos los ámbitos de organización biológica (Gaston y Spicer, 2004). Una forma que usualmente se utiliza para cuantificar la biodiversidad es contar el número de especies. Los valores estimados del número de especies en el planeta fluctúan entre 2 millones y 50 millones, siendo 8,4 millones de especies uno de los estimados más robustos y recientes (Mora et al., 2011; Scheffers et al., 2012). En el mundo se han descrito 1,88 millones de especies (Bisby et al., 2011), y durante los últimos años se han descrito cerca de 17600 nuevas cada año (IISE, 2011). Conocer cuántas y cuáles son las especies de la Tierra es una de las preguntas más desafiantes de la ciencia y tras 250 años de trabajo, se sigue empleando el mismo método (e.g., descubrimiento, descripción y publicación formal de especies) para darle respuesta. No obstante, ahora existen varias herramientas y desarrollos conceptuales novedosos como la implementación del análisis de secuencias de ADN estándar (ADN barcoding), la disponibilidad de imágenes electrónicas de alta definición de los tipos nomenclaturales y de otros ejemplares, la aplicación de un concepto de especie más general y operativo, y la existencia de numerosos sitios en internet con listas taxonómicas e información actualizada de varios grupos (Padial et al., 2010; Scheffers et al., 2012; Wheeler et al., 2012). Además, los códigos de nomenclatura se han ajustado, permitiendo que la descripción de nuevas especies sea válida en publicaciones electrónicas (Krell, 2012). Todo esto permite agilizar la labor taxonómica. La documentación de la tasa de descripción de especies resulta relevante en una época en la que la Tierra está sufriendo una extinción de especies comparable a una extinción masiva (Ceballos y Ehrlich, 2009; Barnosky et al., 2011; Costello et al., 2013).


  La diversidad de especies no se encuentra distribuida aleatoriamente, los países del trópico son los que tienen más especies (Myers et al., 2000; Orme et al., 2005; Kier et al., 2009). En particular Colombia, parte de la élite de los países megadiversos, presenta números altos de especies para varios grupos taxonómicos (IAvH, 1998; Alberico et al., 2000; Cala, 2001; Rangel-Ch. 2006; Andrade-C, 2007; Bass et al., 2010; Stiles et al., 2011; IUCN, 2012; Kissling et al., 2012). De hecho, la biodiversidad colombiana puede representar más del 10 % de la diversidad del planeta de acuerdo con el número de especies en los grupos mejor conocidos (Samper, 1997; Andrade-C, 2007; Stiles et al., 2011; IUCN, 2012). Un análisis reciente indica que el número de taxónomos ha estado en aumento en países tropicales de Asia y Latinoamérica (Costello et al., 2013). De hecho, la representación de artículos sobre sistemática y trabajos describiendo nuevas especies para Latinoamérica ha ido incrementando en las bases de datos internacionales durante las últimas décadas (Michán y Llorente-Bousquets 2009; Michán 2011). Por su parte, varios trabajos bibliométricos han indicado que en Latinoamérica las publicaciones sobre taxonomía y sistemática han sido dominadas por México, Brasil y Argentina, muestran un sesgo hacia trabajos con insectos y angiospermas y hacen parte de un campo que se ha venido institucionalizando en la región en las últimas décadas porque varias revistas regionales han tenido un rol importante en la publicación de estudios taxonómicos (Michán et al., 2008; Michán 2009). Para Colombia, existen al menos dos trabajos bibliométricos que evalúan el estado del conocimiento de grupos de vertebrados (aves marinas y primates; Estela et al., 2010, Stevenson et al., 2010). A pesar de esto, no se ha realizado una cuantificación explícita de la tasa de descripción de especies para Colombia que permita ver patrones generales e identificar vacios de conocimiento. En este trabajo utilizo un método explícito para cuantificar el total de las especies nuevas descritas para Colombia entre los años 2000 y 2009. Las cifras obtenidas para Colombia las comparo con los valores reportados para todo el mundo. Finalmente, indico algunos grupos taxonómicos que merecen mayor trabajo y comento algunas medidas a considerar con el fin de optimizar la documentación de especies del país.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Compilé una base de datos sobre biodiversidad colombiana realizando una búsqueda en todas las bases de datos disponibles en Web of KnowledgeSMdel Institute for Scientific Information (ISI - Thomson Scientific, Philadelphia, PA, USA), accediendo a través de la Universidad Nacional Autónoma de México (febrero 2012; Arbeláez-Cortés material no publicado). La búsqueda incluye registros de las siguientes bases de datos: Biological Abstracts, Current Contents Connect, Web of Science y Zoological Records. Realicé la búsqueda en el campo: ‘topic’, combinando la palabra ‘Colombia’ con las siguientes palabras: ‘biodiversity’, ‘biological’, ‘biology’, ‘checklist’, ‘ecological’, ‘ecology’, ‘endemic’, ‘endemism’, ‘fauna’, ‘faunistic’, ’flora’, ‘floristic’, ‘species’ y ‘taxon’. El campo topic de Web of Knowledge busca las palabras en: el título, el abstract, las palabras clave del autor y en la información especial llamada Keywords Plus® del Web of Knowledge que es una serie de palabras comunes obtenidas a partir de las referencias citadas en cada artículo. De esta manera aseguré que mi búsqueda recuperara la mayor cantidad de registros. Los resultados hacen parte de un estudio más amplio acerca de las publicaciones sobre biodiversidad colombiana durante el periodo 1990 - 2011 (Arbeláez Cortés material no publicado). Para cuantificar el nivel de omisión de mi base de datos total solicité por correo electrónico a varios investigadores colombianos, y a investigadores extranjeros asociados a instituciones colombianas, referencias sobre trabajos de biodiversidad colombiana (incluyendo descripciones de especies nuevas). Con las referencias recibidas y una serie de referencias compiladas previamente a la concepción de este estudio, calculé que mi base de datos total tiene una omisión del 13 % (Arbeláez-Cortés material no publicado). Con omision me refiero a los trabajos que existen pero que no fueron incluidos en los resultados de mi búsqueda por alguna razón particular (e.g. trabajos en revistas no incluidas en Web of Knowledge). Adicionalmente, con el fin de evaluar la cobertura de revistas de mi base de datos identifiqué todas las colombianas incluidas en ella así como las diez revistas internacionales que más especies nuevas describieron para Colombia; y las busqué en la base de datos Periodica (febrero de 2013), de la dirección general de bibliotecas de la Universidad Nacional Autónoma de México que compila una serie de revistas latinoamericanas, la más amplia y diferente que la que puede encontrarse en bases de datos internacionales (Michán et al., 2008; Michán, 2009, 2011). Aquí limito el análisis a los trabajos sobre especies nuevas descritas para Colombia durante los años 2000 - 2009 que es el periodo para el cual existen datos disponibles para todo el planeta (IISE, 2011). Revisé el título y el abstract de cada uno de los registros recuperados, y en algunos casos (cuando estuvo disponible) también revisé el artículo referido. Considerando esa información seleccioné únicamente los registros que describían especies nuevas para Colombia. Cada registro fue asignado a una de las categorías taxonómicas mayores (reino, phylum, clase), considerando los taxones descritos en cada artículo y siguiendo la clasificación del Catalogue of Life (Bisby et al., 2011), por ser esta la más amplia taxonómicamente y además, ser accesible y muy efectiva. Para cada registro conté el número de especies nuevas descritas para Colombia.


  Comparé el número de especies nuevas por año para Colombia con el número de especies descritas cada año en el planeta (IISE, 2011). Del mismo modo comparé, por grupo taxonómico, el número de especies nuevas para Colombia con los resultados presentados en el IISE (2011). No obstante, dado que la clasificación taxonómica usada en el IISE (2011) difirió parcialmente de la que yo utilicé tuve que limitar el análisis a las categorías que fueran comparables. Por ejemplo, las plantas fueron comparadas por reino (Plantae) porque lo niveles taxonómicos inferiores no fueron los mismos, mientras que las clases del phylum Chordata fueron iguales entre ambas fuentes. La comparación taxonómica la limité a los grupos para los cuales se describió al menos una especie para Colombia. Con el fin de que los investigadores interesados en grupos taxonómicos particulares puedan hacer una comparación más detallada de mis resultados con otras fuentes; en el Apéndice indico el número de especies nuevas para cada una de las clases taxonómicas según Bisby et al. (2011).


  Para determinar si existen sesgos en la descripción de especies por taxón determiné el rango de cada uno (i.e., su posición relativa según el número de especies nuevas) para Colombia y para el planeta y los comparé. Las diferencias entre esos rangos (i.e., planeta - Colombia) fueron consideradas como un indicativo del sesgo en la descripción de especies de cada taxón en el país. Finalmente, conté los autores únicos que han publicado artículos describiendo especies de cada taxón para tener una medida del número de investigadores trabajando en cada grupo.


  RESULTADOS


  Mi búsqueda recuperó 780 artículos, en 224 revistas, describiendo 1272 especies nuevas para Colombia (entre 1 y 25 especies por artículo) durante el periodo 2000-2009. Mi base de datos incluyó 13 revistas colombianas, de las cuales solo cinco se encuentran indexadas en Periodica. Además, de las diez revistas internacionales que más especies nuevas para Colombia han publicado, solo cuatro estuvieron incluidas en Periodica. El número de especies nuevas en Colombia aumentó de 90 en el año 2000 a 166 en el año 2009 (Tabla 1). La contribución de especies nuevas de Colombia al total de especies nuevas del mundo durante la década del 2000 es de 0,72 %. Un resultado interesante es que la contribución de las especies nuevas de Colombia al planeta ha incrementado a partir de 2005, pasando de estar alrededor de 0,6 % a ser mayor a 0,8 % (Tabla 1).
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  Las especies nuevas para Colombia se distribuyeron en cinco reinos, 19 phyla y 39 clases taxonómicas (Apéndice). Adicionalmente, ocho especies cuya clase no era clara en la información disponible fueron clasificadas como ‘No indicado’. Solo para 11 especies en la base de datos producida (e.g., Pygnogonida) no encontré un grupo taxonómico con el cual compararlas en la clasificación del IISE (2011). El número de especies nuevas varió dependiendo del taxón (Tabla 2), siendo Insecta y Plantae los grupos con mayor número. La mayoría de los taxones (12) estuvieron pobremente representados para Colombia, incluyendo menos de 0,5 % de las especies nuevas descritas para el planeta (Tabla 2). Por su parte, las plantas y los vertebrados tuvieron un porcentaje relativamente alto (1,25 - 10 %) de especies descritas para Colombia con respecto al total de especies descritas en esos taxones. De hecho todas las clases de vertebrados tuvieron un sesgo positivo, 5 a 11 posiciones de diferencia, cuando su rango para Colombia se comparó con su rango en el planeta.


  Un total de 904 autores, nacionales y extranjeros, participaron en la descripción de especies nuevas para Colombia entre el año 2000 y 2009. Esto representa un promedio de 1,4 especies por taxónomo. El número de investigadores, por grupo taxonómico, varió entre 1 y 363 (Tabla 2). Los taxones con mayor número de especies descritas (e.g., Insecta y Plantae) tuvieron también un mayor número de investigadores (> 160). Por su parte, 13 taxones tuvieron menos de 20 investigadores (Tabla 2). Solo cinco taxones (Malacostraca, Mollusca, Amphibia, Insecta y Plantae) presentaron un rendimiento de más de una especie nueva por taxónomo. Mis datos, también, permiten identificar los investigadores y las revistas científicas que han participado activamente en la descripción de nuevas especies para Colombia. Entre los taxónomos destacan varios con diez o más publicaciones, tales como: U. R. Martins, M. H. Galileo, V. H. González, F. Fernández, P. H. Freytag y J. A. Salazar en Insecta; C. M. Taylor en Plantae; C. Román-Valencia en Actinopterygii, J. D. Lynch en Amphibia y R. Botero-Trujillo en Arachnida. Las revistas que publicaron 20 o más artículos describiendo especies nuevas para Colombia fueron: Zootaxa (91 artículos), Novon (54), Caldasia (40), Proceedings of the Biological Society of Washington (23), Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas Físicas y Naturales (21) y Boletín Científico Museo de Historia Natural Universidad de Caldas (20). De estas revistas solo la quinta estuvo indexada en Periodica.
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  DISCUSIÓN


  A pesar de que el número de especies descritas para Colombia es relativamente alto, presentando una tasa de 2,3 especies nuevas por semana, equivale a menos del 1 % de las especies nuevas descritas para el planeta que tiene la sorprendente tasa de dos especies por hora. Sin embargo, Colombia invierte solo el 0,15 % de su producto interno bruto en investigación y desarrollo mientras que los países con el mayor desarrollo científico (e.g., Estados Unidos y Japón) invierten más del 2 % (The World Bank, 2012). Adicionalmente, Colombia ha presentado durante muchos años deficiencias en sus políticas internas y problemas de seguridad pública en varias regiones (Franco et al., 2006; Nemogá y Rojas, 2007; Fernández, 2011) las cuales han frenado la exploración de la biodiversidad del país. Si la tasa de descripción de especies nuevas en Colombia sigue la tendencia mostrada durante la década del 2000 es posible que para finales de la década actual (2010 2019) Colombia esté proporcionando el 1,2 % de las especies nuevas del planeta. No obstante esta proporción es muy baja en comparación con la diversidad biológica que tiene el país y que puede estar por encima del 10 % de la diversidad del mundo (Samper, 1997; Andrade-C, 2007; Stiles et al., 2011; IUCN, 2012). Para el 2011 se habían descrito alrededor de 1,88 millones de especies (Bisby et al., 2011) y se estima que existen 8,7 millones (± 1,3 millones) de especies (Mora et al., 2011). Para los grupos mejor conocidos, como los vertebrados terrestres, el porcentaje de especies nuevas de Colombia con respecto al planeta está entre 2,5 y 10 %. Considerando el estimado de Mora et al. (2011), y asumiendo que el porcentaje de especies nuevas de los grupos mejor conocidos es similar al porcentaje de especies nuevas que quedan por describir en los demás grupos taxonómicos en Colombia; se obtiene que el número de especies desconocidas en el país estaría entre 200000 y 900000. Con la tasa actual de descripción de especies nuevas en Colombia serían necesarios miles de años para completar el inventario nacional de la biodiversidad. Este es un panorama similar al señalado para todo el planeta (Mora et al., 2011).


  Ante la magnitud de la biodiversidad, y considerando diferentes aspectos metodológicos, se ha concluido que uno de los mayores objetivos de la investigación en biodiversidad es describir 10 millones de especies en los próximos 50 años (Wheeler et al., 2012). Para que la contribución de Colombia en este objetivo sea efectiva, sería necesario hacer un gran trabajo taxonómico en grupos poco conocidos en el país pero que han documentado alto número de especies nuevas para el planeta (e.g., Bacteria, Fungi, Insecta). También sería necesario incrementar el trabajo en otros grupos para los cuales la proporción de especies nuevas en Colombia está por debajo del 1 % de las especies nuevas del mundo (ver Tabla 2). Quizá el grupo prioritario identificado sea Insecta por estar en el límite superior de la lista en cuanto a número de especies nuevas (tanto en Colombia como en el planeta), tener varios investigadores (algunos muy productivos), y ser uno de los grupos menos conocidos en el país (Samper, 1997).


  El número de investigadores dedicados a la taxonomía es crítico al momento de conocer la biodiversidad total. De hecho el número de taxónomos ha estado en aumento en países tropicales de Asia y Latinoamérica (Costello et al., 2013) y parece responder a los requerimientos de estas zonas de alta biodiversidad. Aunque para Colombia, mi base de datos documenta más de 900 autores describiendo especies nuevas, es necesario mayor número de expertos en ciertos grupos y establecer o afianzar alianzas con investigadores extranjeros, especialmente aprovechando las nuevas tecnologías de comunicación que ahorran tiempo y dinero cuando se necesita la opinión de un experto (Wheeler et al., 2012). Además, los taxónomos que trabajan con biodiversidad colombiana deberían incrementar la tasa de descripción de especies nuevas que parece ser baja. Por ejemplo, mis resultados para animales (1,37 especies nuevas por taxónomo en Colombia) son más bajos que los reportados para Europa (4,45 especies nuevas por taxónomo, Fontaine et al., 2012) calculados también para un periodo de 10 años (1998-2007). Sin embargo, el número de especies por autor parece estar disminuyendo en general en el mundo (Costello et al., 2013). Para varios grupos taxonómicos, existen en Colombia investigadores muy productivos que deberían ser apoyados para dar continuidad a sus líneas de trabajo y promover la formación de más taxónomos. La implementación de nuevas herramientas para agilizar la descripción de especies (Padial et al., 2010; Scheffers et al., 2012; Wheeler et al., 2012), en particular la utilización de información molecular (i.e., secuencias de ADN), también debe ser priorizada. Además, es necesario que las autoridades y dependencias gubernamentales encargadas de regular el acceso a la biodiversidad colombiana estén informadas de la relevancia que tiene la investigación científica y agilicen los trámites que hasta ahora han sido tediosos y poco efectivos (Nemogá y Rojas, 2007; Fernández, 2011). Algunas revistas como Zootaxa y Novon, junto con varias revistas nacionales, han sido los foros más importantes para la divulgación de nuevas especies en el país. Estas revistas junto con otras de reciente aparición (e.g., Phytotaxa en 2009) constituyen buenas opciones para documentar de manera efectiva las especies nuevas de Colombia. Quizás el mayor problema que deben afrontar los investigadores en Colombia sea la financiación de la investigación básica en biodiversidad. No existe una cuantificación de los costos que conlleva describir una nueva especie en Colombia, pero para Brasil se calculó que este costo para una especie animal oscila entre 39 mil y 122 mil dólares (Carbayo y Marques, 2011), aunque otros autores consideran que estas cifras podrían ser menores (Wheeler et al., 2012). Por lo tanto completar la documentación de la biodiversidad del país requerirá de una gran inversión económica por parte de la Nación y de la comunidad internacional.


  Cuando se compara con otros países, la biodiversidad colombiana es realmente sorprendente, apareciendo en repetidas ocasiones entre los primeros lugares en número de especies de varios taxones (IAvH, 1998; Alberico et al., 2000; Cala, 2001; Andrade-C, 2007; Bass et al., 2010; Stiles et al., 2011; IUCN, 2012; Kissling et al., 2012). Además, dentro del territorio colombiano se encuentran lugares de altísima riqueza para varios grupos taxonómicos, y algunos de ellos están entre los sitios más diversos de toda la Tierra (Faber-Langendoen y Gentry, 1991; Croat, 1992; Duivenvoorden, 1994; Lynch, 2005; Bass et al., 2010; Miloslavich et al., 2010). Por esto la importancia de la biodiversidad colombiana está muy bien sustentada en el campo científico. Sin embargo, la biodiversidad colombiana no se limita a la esfera académica, sino que también hace parte de la historia, de la cultura y de las expresiones artísticas de los colombianos y es motivo de orgullo nacional (Reichel-Dolmatoff, 1976; Osborn, 1995; Legast, 2000; Sáenz, 2001; Morcote-Ríos, 2006; Quintero, 2011). Además, la biodiversidad es un capital natural con gran potencial para generar bienestar social y económico (Barrett et al., 2011; Atkinson et al., 2012; Palmer y Di Falco, 2012). Todo esto hace que la documentación de la biodiversidad sea una prioridad de investigación para Colombia. Mi base de datos incluyó un gran número de revistas y parece tener una cobertura más amplia que si se hubiera realizado usando bases de datos regionales como Periodica que no incluye, por ejemplo, a la revista Caldasia que es un foro muy importante para la documentación de la biodiversidad colombiana (Arbeláez-Cortés material no publicado). De hecho la ausencia de Caldasia, y de otras revistas colombianas, en la base de datos Periodica puede generar un sesgo que explicaría el bajo rango en que aparece Colombia en cuanto publicaciones sobre sistemática y taxonomía en Latinoamérica (e.g., Michán, 2008; 2009), y que obviamente subestima la producción científica del país. Para finalizar, considero necesario indicar algunos aspectos metodológicos que pueden afectar parcialmente los resultados que presento. En primer lugar, mi base de datos fue construida a partir de una búsqueda de referencias de artículos científicos para cada uno de los cuales revisé y determiné si incluía la descripción de una o de más especies nuevas para Colombia. Por su parte, los datos del IISE (2011) se derivan de comparar, entre años, el número de especies que aparecen en varias bases de datos taxonómicas. Ambas fuentes de datos no son completamente comparables pero cada una es útil para dar información sobre nuevas especies en el ámbito geográfico que comprenden, además, las diferencias metodológicas en su elaboración se aminoran cuando se considera que la información del IISE (2011) finalmente se basa en información de publicaciones científicas como en el caso de mi base de datos. En segundo lugar, no tuve acceso a diez artículos que al parecer describían más de una especie nueva para Colombia, por lo tanto me fue imposible determinar cuántas especies describían, y conservadoramente estos casos los indiqué como una sola especie. Finalmente, mi base de datos tiene cierto grado de omisión (13 %, ArbeláezCortés material no publicado) por lo que no todos los artículos describiendo especies nuevas en Colombia estarían incluidos. Lo anterior sugiere que las cifras que presento para Colombia son números mínimos pero probablemente cercanos a los reales. Un análisis más detallado podría refinar los resultados pero el patrón general de este estudio debería mantenerse.
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  ABSTRACT


  The genetic variability of Atta sexdens rubropilosa leaf-cutting ants collected from five brazilian localities was evaluated with PCR-RAPD technique. We used 15 primers producing 148 fragments of which 123 (83.11 %) contained polymorphisms. The estimated Shannon index was 0.3836 ± 0.2335 showing that these ants possess high genetic diversity. The GST value was 0.2372 and ΦPT = 0.184, indicating that the analyzed populations are moderately differentiated and 82 % of the variation obtained occur within populations. Although Mantel’s test had shown correlation between genetic distances and geographic was observed that Ivatuba and Itambé (33.8 km) have the small geographical distance and the largest genetic distance. The lower genetic distance was estimated for Maringá and Ivatuba but this localities have a small geographic distance


  (42.3 km), indicating that there are no barriers for mating among reproducers in these populations. The high degree of polymorphism (83.11 %) and the ability to cross among the populations in the studied regions indicate that this species of leaf-cutting ant is well adapted to the region; therefore, integrated control programs can be developed.
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  RESUMEN


  La variabilidad genética de las hormigas Atta sexdens rubropilosa colectadas en cinco lugares distintos de Brasil fueron evaluados por la técnica PCR-RAPD. Un total de 15 primers produjeron 148 fragmentos, de los cuales 123 fueron polimórficos, lo que corresponden al 83,11 %. La estimación de la diversidad genética por el índice de Shannon fue 0,3836 y el desviación estándar fue de ± 0,2335. Estos valores demuestran una alta diversidad genética. El valor de GST fue 0,2372 y ΦPT = 0,184 lo que indica que las poblaciones están moderadamente diferenciadas y que el 82 % de la variación obtenida se produce dentro de las poblaciones. Aunque la prueba de Mantel ha demostrado una correlación entre la distancia genética y geográfica se observó que Ivatuba e Itambé (33,8 km) tiene una pequeña distancia geográfica y la mayor distancia genética. La distancia inferior genética fue estimada para Maringá e Ivatuba pero estas localidades cuentan con una distancia geográfica pequeña (42,3 km), lo que indica que no hay barreras para el apareamiento entre los reproductores en estas poblaciones. El alto valor de polimorfismo (83,11 %) y la capacidad de emparejamiento entre las poblaciones presentes en las regiones estudiadas, indican que esta especie de hormiga cortadora está bien adaptada a la región, y deben ser desarrollados programas integrados de control si se convierten en plagas.
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  INTRODUCTION


  Leaf-cutting ants are considered important pests in the neotropics because they have a wide geographical distribution and are responsible for cutting a wide variety of native and cultivated plants. In particular, Atta sexdens rubropilosa species (Forel, 1908) harm Eucalyptus and Pinus spp. (Boaretto et al., 1997) by cutting leaves and tender branches and are capable of completely destroying plants (Oliveira, 1996). This occurs mainly in homogeneous stands, which favor the development of pests, such as ants of the Atta and Acromyrmex genera (Della Lucia, 1993).


  Forestry companies have used chemicals to control leaf-cutting ants. However, economic and environmental factors have led companies to improve the operational efficiency of chemical control techniques. In recent years, there has been an increase in the number of jobs related to biological and cultural control, especially in relation to plant resistance, in an attempt to identify alternatives to chemical control strategies or formulate combinations of different control strategies (Della Lucia, 1993).


  Ants also have a variety of ecological functions as seed dispersers, contributing to the reforestation of many ecosystems and promoting their germination, removed the fruit pulp (Peternelli et al., 2004). They are responsible for pruning some plants, promoting their vegetative growth and play an important role in soil aeration (Hölldobler and Wilson, 1990), and incorporate organic matter on earth, making it fertile (Moutinho et al., 2003). In general, ants provide the unique opportunity to investigate various biological, evolutionary, and population issues because they form highly complex colonies due to their diverse social classes. Ants may be used to conduct ecological and population genetic structure studies, and they also provide rich material for investigating kin selection and altruism (Brian, 1983; Sudd and Franks, 1987; Hölldobler and Wilson, 1990). Ants are haplodiploid organisms, as the males emerge from parthenogenesis and females from fertilized eggs. The occurrence of two ploidy levels can be used as an important tool for genetic analysis (Diehl et al., 2002).


  Atta colonies usually consists a queen (mongyne) and thousands or millions of sterile workers of different sizes and shapes (Hölldobler and Wilson, 2009). The adults, with rare exceptions, are females and are divided into at least two castes: fertile females or queens, whose primary function is to egg laying and sterile females, which perform all the other colony activities, such as water collection and food, feeding the young and queen, construction and defense of the nest (Wilson, 1976). Males constitute an additional caste and usually appear only once a year, in mating season, which occurs through the completion of the nuptial flight (Hölldobler and Wilson, 2009). The queen, after three to eight fertilized by males during the mating flight, falls to the ground and removes their wings to begin building the new nest and male die after mating (Forti, 1985). Some authors have argued that diploid organisms have greater genetic variability than haplodiploid organisms (Pamilo et al., 1978; Falcão and Contel, 1990). Graur (1985), concluded that the level of sociality is more important than haplodiploidy in determining genetic diversity in hymenoptera.


  Since the 1960s, isoenzyme analysis has been the dominant method used for the evaluation of genetic variation in natural populations. Other techniques are currently available for the study of genetic diversity, such as random amplification of polymorphic DNA analysis (RAPD), but all techniques have advantages and disadvantages (Ferreira and Grattapaglia, 1998). RAPD is based on the identification of polymorphic DNA randomly amplified using a single primer with an arbitrary sequence, which is capable of amplifying DNA sequences contained between two annealing sites (Welsh and Mcclelland, 1990). Although this technique uses random sequences, many studies have shown that it can be used to effectively identify insect populations (Lopes-da-Silva et al., 2004) and for genetic variability studies. Using isozyme polymorphisms (Cantagalli et al., 2010) analyzed the population structures of Atta capiguara (honeybeebrown ants) in the Tapejara region (PR) and found low genetic variability for this species. Thus, the RAPD technique was used in this study to analyze the genetic variability and population structure of the A. s. rubropilosa leaf-cutter ant to increase the understanding of ant population genetics and improve the management of this species.


  MATERIALS AND METHODS


  BIOLOGICAL SAMPLE COLLECTION


  Atta sexdens rubropilosa soldiers, which are easily identified by their characteristic lemon grass smell due to a gland with an alarm function in the head, were collected from five different regions in the states of Paraná and São Paulo, Brazil. In northwestern Paraná, samples were collected from Maringá (23°26’ S, 51º56’ W), Itambé (23°39’39” S, 51°59’24” W), and Ivatuba (23°37’08” S, 52°13’15 W). In São Paulo, the samples were collected from Presidente Prudente (22°07’04’’ S and 51°22’57’’ W) and Dracena (21°28’57” S, 51°31’58” W). Collection localities can be visualized in Fig. 1. In Maringá, Itambé, and Ivatuba, four nests were sampled at each location, and in Presidente Prudente and Dracena, two nests were sampled per site, for a total of 16 nests. The collected material was stored in plastic bottles at -20 °C.
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  DNA ISOLATION


  Total DNA was extracted from five individuals from each nest, with the exception of one nest from Ivatuba, where it was only possible to extract DNA from four individuals, for a total of 79 samples. Only the heads of soldiers were used to prevent contamination with nucleases that are present in the digestive tract of these insects. The method used for total DNA extraction was a modified version of that described by (Yu et al., 1993). The heads were homogenized in 1,5 ml microcentrifuge tubes containing 300 µl of extraction buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,5 % SDS, 250 mM NaCl, 50 mM EDTA, and 100 mg/ml Proteinase K]. After 30 min of incubation at 65 °C, the material was centrifuged for 10 min (10,000 x g) and the supernatant was transferred to a new tube. An equal volume of chloroform: isoamyl alcohol (24:1) was then added. After homogenization and centrifugation for phase separation, the upper phase was transferred to a new tube. The DNA was precipitated with 250 µl of cold isopropanol and incubated at 20 °C overnight. The precipitated DNA was separated by centrifugation at 10,300 x g for 10 min. After discarding the supernatant, the precipitate was washed with 1.0 ml of cold 70 % ethanol and left to dry at room temperature. After drying, the DNA was resuspended for two hours in 50 µl of TE buffer, treated with RNAse (10 mg/ml), and incubated at room temperature for more than 2 hours before storage at -20 °C.


  The DNA quality was evaluated and quantified on 0.8 % agarose gels with 1X TAE buffer. The amount of DNA present in each sample was estimated by comparison with known concentrations of a graded DNA standard (λ phage). The gels were stained in ethidium bromide bath (0.5 mg/mL), and the gel images were visualized under ultraviolet light and captured with the EDAS system (Kodak 1D Image Analysis 3.5, New York, USA).


  AMPLIFICATION OF FRAGMENTS VIA PCRRAPD, SEPARATION, AND VISUALISATION OF PRODUCTS


  To evaluate the genomes of the Atta sexdens rubropilosa populations, 15 primers were produced by Operon Technologies Inc., Alameda, CA, USA (OPA-01, OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-07, OPA-10, OPA-11, OPA-14, OPA-18, OPA-19, OPB-11, OPB-12, OPB-17, OPC-20, and OPM-3). The amplification conditions were based on the methodology described by (Williams et al., 1990). For a reaction volume of 20 µl, it was used 1X Tris-KCl [20 mM Tris-HCl (pH 8.4) and 50 mM KCl], 2.5 mM MgCl2, 0.3 mM of primer, 0.1 mM each dNTP, one unit of Taq DNA polymerase (Invitrogen), and 20 ng of template DNA. Reactions were performed in an Eppendorf Mastercycler® Gradient thermocycler, as follow 96 °C for five minutes followed by 45 cycles of 30 seconds at 94 °C, 45 seconds at 35 °C, and one minute at 72 °C, with a final extension at 72 °C for seven minutes. A negative control reaction (with no DNA template) was used. The amplified products were separated in a 1.7 % agarose and stained in an ethidium bromide bath. The DNA fragments were visualized under an ultraviolet light, and the images were captured with the EDAS system (Kodak 1D Image Analysis 3.5).


  POPULATION GENETICS ANALYSIS


  The data analysis involved comparison of the molecular weights of the fragments (bands) obtained from the genomic DNA. Individual bands with identical molecular weights (located on the same loci) were compared within and between populations and designated as present (1) or absent (0) for each individual analyzed. Genetic variability within and between populations was determined by the percentage of polymorphic loci. The genetic diversity of the populations studied was estimated with the Shannon index (I) (Lewontin, 1972), GST values were also calculated. Nei’s (1978) genetic distance had been used to UPGMA cluster analysis (unweighted pair-group method using an arithmetic average) and construct a dendrogram. For these analyses, the Popgene 1.31 program was used (Yeh et al., 1999).


  GenALEX 6.5 (Peakall and Smouse, 2012) software was used to estimate AMOVA (analysis of molecular variance) and phi’PT (ΦPT); to construct genetic relationships tree among A. s. rubropilosa populations based on Nei and Li/Dice; to estimate percentage confidence level in the bootstrap analysis (1,000 replicates); spatial analyses involving binary data were performed estimating principal coordinate analysis (PCA) and Mantel test (1967).


  RESULTS


  The amount of extracted DNA was ranged between 10 and 40 ng. To verify the genetic variability of Atta sexdens rubropilosa species collected from different region and the ability to amplify the extracted DNA via PCR-RAPD, 80 primers were initially tested, of which 15 were used. Table 1 shows the nucleotide sequences of the selected primers, the numbers of the total and polymorphic fragments, and the sizes of the amplified fragments.


  [bookmark: table 1][image: ]


  The number of clear and reproducible fragments generated by the primers in all populations studied ranged from four to 17 fragments, with an average of 9.8 fragments per primer, and the sizes of the amplified products were between 200 and 5000 bp (Fig. 2). The 15 primers used in the RAPD-PCR reactions produced 148 fragments. It was observed that of out the total number of fragments analyzed, 123 (83.11 %) displayed polymorphisms.
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  The estimated genetic diversity obtained with the Shannon index (0.3836) and the standard deviation (± 0.2335) indicated that these populations had high genetic diversity. The high value of GST (0.2372) and ΦPT = 0.184 (significant probability at 0.010) showed that A. s. rubropilosa populations are moderately differentiated. GST can be considered an estimate of FST when it is assumed subpopulations are in Hardy-Weinberg equilibrium (FIS = 0). Therefore, considering Wright (1984) can be considered that GST values between 0.15 and 0.25 show that populations are moderately differentiated. AMOVA analysis showed that 82 % of the variation obtained with RAPD markers occurs within populations and 18 % among populations.


  Principal Component Analysis (PCA) estimated by the covariance matrix showed that 71.84 % of the variation is explained by the coordinates 1 and 2 (Fig. 3). The first three coordinates explained 81.30 % of the variation. The coordinates 1, 2 and 3 correspond to 58.51 %, 13.33 % and 9.46 % respectively of variation.
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  Nei’s genetic distance values among the five populations analyzed indicated that the populations from Presidente Prudente and Ivatuba had highest genetic distance (Table 2) but not geographical (215 km, Table 3), whereas the populations from Maringá and Ivatuba had the lowest genetic distance (Table 2) but not geographical (46.5, Table 3). The correlation between genetic distance and geographical distance was evaluated by Mantel’s test. Fig. 4 shows that there is correlation between these variables (R = 0.344, p = 0.001). A dendrogram based on the arithmetic complement of Nei’s genetic distance (1978) (Fig. 5) shows that A. s. rubropilosa analyzed can be separated into two main groups. The first is formed by Ivatuba-PR, Maringá-PR and Presidente Prudente-SP, the second has populations from Dracena-SP and Itambé-PR (Fig. 5).
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  UPGMA clustering based on the arithmetic complement of the Jaccard coefficient was not used because the values were not significant at the 70 % level by bootstrap analysis with 1,000 repetitions.


  DISCUSSION


  Carvalho and Vieira (2001) reported that the amount of DNA in relation to the primer is one of the key factors for successful PCR because amplification may not occur if the DNA quantity is too low or high. Carvalho (2000) found that for A. s. rubropilosa, the optimum amount of DNA for RAPD reactions is between 19 and 30 ng. Our study shows that it was possible to extract highquality DNA that ranged between 10 and 40 ng for amplification.


  RAPD-PCR marker proved efficient for genetic populations studies of A. s. rubropilosa, because 148 fragments reproducible were obtained with 15 primers. Grutzmacheri et al. (2007) used three primers (UBC 354, UBC 348, and UBC356) for RAPD to study the genetic variability of the Acromyrmex genus collected from Rio Grande do Sul and obtained 87 fragments. Leaf-cutting ants of the Atta genus are indigenous to the Americas. In the Americas, the distribution of these insects extends from the southern U.S. to northern Argentina, except for Chile and some of the Antilles islands (Sousa, 1996). Originally, there were no Atta ants in the forests of Paraná. They colonized the state following the first reforestation event in Paraná during the 1940s (Bansho et al., 1994).


  In the short time since the introduction of A. s. rubropilosa ants in Paraná (approximately 70 years), they have obtained a high degree of differentiation (GST = 0.2372), but there is high variation within populations as shown by AMOVA. Chemical control of A. s. rubropilosa populations considered pests by farmers, should be careful. The high intrapopulation polymorphism and possible gene flow between populations may promote the occurrence of cross-resistance to pesticides used to control them.


  Despite the short geographical distance (36.5 km) between Ivatuba and Itambé, these populations have the highest genetic distance (Table 2). It is possible to infer that these breeding populations do not mate or that there are a small number of hybridizations. Among the Maringá and Ivatuba populations (separated by 42.3 km), the lowest estimated genetic distance was observed (Table 3). However Mantel test (R = 0.344; p = 0.001) indicate that there is relationship between the genetic and geographic distances of the studied nests. These results support stepping-stone model proposed by Kimura (1953). This model assumes that species occupying a wide geographic area, forming differentiate geographical races (Kimura and Weiss, 1964). Analyzed A. s. rubropilosa populations do not constitute races, but can be considered subpopulations. The high genetic differentiation values may be due to the existence of an abundant ancestral polymorphism that can be maintained by multiple mating of the queen. The high polymorphism (83.11 %) indicates that this species of leaf-cutter ant is adapted to the region and integrated programs for the control should be developed.


  CONCLUSIONS


  Leafcutting ants’ A. s. rubropilosa showed extensive polymorphism and genetic diversity that were higher within populations than between them. The values of genetic distance and geographic are not randomized and analyzed populations are moderately differentiated.
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  RESUMEN


  Colombia es un sitio importante para las aves migratorias. Sin embargo, aún falta mucho conocimiento de dónde estas se encuentran durante su paso o permanencia por el país y cuáles utilizan los páramos. Registramos nuevas especies de aves migratorias para la laguna del Otún, inmersa en un complejo de humedales declarados sitio Ramsar desde el 2008. La laguna está localizada en el Parque Nacional Natural Los Nevados a 3932 msnm, en ecosistema de páramo, en la Cordillera Central de los Andes de Colombia. Durante cinco salidas entre 2010 y 2012 se registraron cuatro nuevas especies de aves migratorias para el parque: Anas acuta, Pandion haliaetus, Riparia riparia y Dendroica petechia. Adicionalmente, se registró una ampliación del rango altitudinal para dos especies migratorias que solo habían sido registradas en la región a menos de 3500 msnm: Tringa flavipes e Hirundo rustica. Estas observaciones sugieren que dichas especies podrían tolerar condiciones de alta montaña y utilizar el páramo. Es necesario estudiar a fondo las dinámicas migratorias y el uso de hábitat de alta montaña por las aves migratorias.
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  ABSTRACT


  Colombia is important for migratory birds. Despite this, we do not know where they are during their crossing or residency in the country, and which species use paramo. We registered new migratory bird species for laguna del Otún, immersed in a complex of wetlands declared a Ramsar site since 2008. The lagoon is located in the Los Nevados National Natural Park at 3932 m asl, in paramo ecosystems of the Central Andes of Colombia. During five field trips between 20102012 we recorded four new migratory bird species for the park: Anas acuta, Pandion haliaetus, Riparia riparia, and Dendroica petechia. We also registered an altitudinal range extension for two additional migratory species which had only been recorded below 3500 m: Tringa flavipes and Hirundo rustica. These findings suggest these species could tolerate high mountain conditions and use the paramo. It’s needed inquiry about migratory dynamics and high mountain habitat use by migratory birds.


  Keywords: altitudinal range extensions, Andes, birds, Central Andes, migration, páramo, Ramsar.


  El registro de aves migratorias en nuevas localidades es importante y necesario para conocer y caracterizar los patrones de migración de estas, y para poder desarrollar programas efectivos de conservación al identificar sitios estratégicos para su sobrevivencia invernal (Naranjo y Amaya, 2009; Gómez et al., 2011). Así mismo, para generar programas de prevención en salud pública cuando existen enfermedades que pueden utilizar a las aves como medio de transporte o vectores de transmsión (Elfving et al., 2010; Hasle et al., 2011). Sin embargo, las rutas o corredores de migración para muchas especies, y especialmente algunas que cruzan por Colombia, no se conocen en su totalidad (Sillett y Holmes, 2002; Gómez et al., 2011). Durante la migración puede ocurrir hasta un 80 % de mortalidad, lo que incentiva el interés de registrar y caracterizar tales movimientos a lo largo del rango de migración (Sillett y Holmes, 2002; Bayly y Gómez, 2011), inclusive, al dejar registro de los encuentros con individuos muertos. Además, existe escaso conocimiento de la biología de las especies migratorias en Suramérica por lo cual es necesario continuar investigando la ecología de estos organismos (Naranjo y Amaya, 2009; Faaborg et al., 2010).


  Colombia es paso obligado para gran cantidad de la avifauna migratoria, austral y boreal, por su posición geográfica privilegiada entre Sur y Centro América. Durante ocho meses del año estas aves son transeúntes entre los valles interandinos, las tres cordilleras, los llanos y las costas; utilizando a su paso los recursos y aprovechando las condiciones físicas del país (Hilty y Brown, 1986; Naranjo, 1997). Existen muy pocos registros de aves migratorias para los páramos, siendo la mayoría de ellas especies acuáticas (Vuilleumier, 1986); en Colombia las aves de páramos generalmente están ubicadas entre los 3100 y 4700 msnm debido a la distribución del ecosistema (Naranjo, 1997; Van Der Hammen, 1998; Delgado y Rangel-Ch, 2000; Morales et al., 2007). Colombia ha designado a la fecha cinco humedales en la Convención Ramsar, tratado intergubernamental para la acción nacional y cooperación internacional en pro de la conservación y uso racional de los humedales y sus recursos por su importancia nacional e internacional, tres de los cuales corresponden a humedales de alta montaña (Ramsar, 2010;Ramsar, 2012). Uno de estos es el complejo de humedales de la laguna del Otún, declarado en 2008 y, considerado el más importante en la Cordillera Central colombiana (Naranjo, 1997; MINAMBIENTE, 2002; RAMSAR, 2012). Dicho complejo de humedales hace parte del Parque Nacional Natural (PNN) Los Nevados (Fig. 1) y también del área importante para la conservación de aves (AICA) - Bosques del Oriente de Risaralda - CO047 (UAESPNN, 2007; Devenish y Franco, 2008). Este complejo de humedales se encuentra entre los 3300 y 4850 msnm, dominado por ecosistemas de páramo y rodeado por bosques altoandinos fragmentados dentro de matrices de uso agropecuario (cultivos de cebolla, papa y pastoreo de ganado).
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  Anteriormente se ha registrado avifauna migratoria para el PNN Los Nevados (Uribe, 1982; Naranjo, 1986; Hernández Camacho et al.,1985, citado en Pfeifer et al., 2001; Verhelst, 2006). En esta nota aportamos nuevos registros de avifauna migratoria del área natural, específicamente para el complejo de humedales de la laguna del Otún.


  
    Entre 2010 y 2012, llevamos a cabo cinco salidas durante la época de migración boreal en la cuenca alta del río Otún, desde su nacimiento en la laguna del Otún (4°46’ N, y 75°24’ W). Realizamos dos salidas durante la migración de primavera (14 - 18 de abril de 2010, y 30 marzo al 20 de abril de 2011), una durante la migración de otoño (15 de septiembre al 8 de octubre de 2010) y dos durante la época de invierno (21 de diciembre de 2010 al 14 de enero de 2011, y del 18 de diciembre de 2011 al 15 de enero de 2012). Los registros fueron realizados por observaciones directas. La identificación de las aves se hizo siguiendo a Hilty y Brown (1986) y la nomenclatura posteriormente corregida con la propuesta de Remsen et al. (2012). Para cada especie se buscó información sobre la distribución geográfica, el estatus migratorio, y el rango altitudinal (Hilty y Brown, 1986; Pfeifer et al., 2001; Ridgely et al., 2007). Los nombres comunes en inglés y en español siguen a Hilty y Brown (1986; 2001). Durante los muestreos se encontró un individuo muerto de Dendroica petechia, que fue recogido, preparado como piel de estudio y depositado en la colección de ornitología del ICN, Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia.
  


  
    

  


  Las especies registradas fueron: Anas acuta (Pato rabo de gallo – Northern Pintail). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007), altitudinalmente registrado hasta los 2600 msnm (Hilty y Brown, 1986). Representa el primer registro para el parque (Pfeifer et al., 2001). Un macho fue observado a orillas de la laguna del Otún junto a un grupo de otras aves acuáticas (Anas andium, Fulica americana) el 21 de septiembre de 2010. Es una especie con pocos registros actuales en el territorio colombiano, al parecer históricamente fue más común en Colombia durante su época de migración (F. G. Stiles, comunicación personal 10 de Febrero de 2012; Naranjo, 1986).


  Anas discors (Pato careto – Bluewinged Teal). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal para la mayor parte del territorio colombiano (Ridgely et al., 2007). Se ha registrado hasta los 3600 msnm en otras localidades de Colombia (Hilty y Brown, 1986), anteriormente reportado para el parque y la laguna del Otún (Uribe, 1982; Pfeifer et al., 2001). Se observaron grupos de 6 a 12 individuos los días 21, 23 y 29 de septiembre de 2010 y el 11 y 13 de abril de 2011, nadando y sobrevolando los cuerpos de agua del río Otún, con mayor abundancia en las pequeñas quebradas hacia el sur de la laguna, entre 3500 y 3900 msnm.


  Pandion haliaetus (Águila pescadora – Osprey). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007). Reportada hasta los 3300 msnm para Colombia (Hilty y Brown, 1986), pero no registrada en el listado de migratorias del PNN los Nevados (Pfeifer et al., 2001). Registramos dos individuos pescando en la laguna del Otún el 18, 20 y 23 de septiembre de 2010 y uno el 31 de marzo de 2011. Esta especie aprovecha los recursos disponibles en la laguna del Otún y el complejo de humedales asociados a esta, pues históricamente en sus aguas se cultivó la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), especie exótica a este ecosistema, que le sirve como alimento.


  Tringa flavipes (Andarríos patiamarillo – Lesser Yellowlegs). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007), encontrado hasta los 2600 msnm y una vez a 3300 msnm en el PNN Puracé (Hilty y Brown, 1986); previamente registrado para el PNN los Nevados (Pfeifer et al., 2001) pero sin altitud específica. Registramos tres individuos del 14 al 18 de abril de 2010 y seis individuos dispersos del 18 al 25 de septiembre y el 28 de octubre de 2010, escuchados y observados, vadeando por el borde de la laguna del Otún en orillas sin vegetación y de aguas someras. Algunos individuos cerca de aguas termales provenientes de “La Azufrera”, un afloramiento mineral hacia el sur - oeste de la laguna.


  Tringa solitaria (Andarríos solitario – Solitary Sandpiper). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007), hasta los 2600 msnm y con un registro visual a 3000 msnm en la Cordillera Oriental (Hilty y Brown, 1986). Ha sido registrado anteriormente en el PNN y en la laguna del Otún (Uribe, 1982; Pfeifer et al., 2001). No se conoce si es visitante frecuente, se observaron tres individuos entre el 22 y el 27 de septiembre de 2010.


  Riparia riparia (Golondrina riparia – Bank Swallow). Migrante de paso para todo el país (Ridgely et al., 2007), registrada hasta 3000 msnm (Hilty y Brown, 1986), pero no para el PNN los Nevados (Pfeifer et al., 2001). Se observaron grupos de tres a siete individuos sobrevolando la laguna del Otún junto a otras golondrinas (Hirundo rustica, Orochelidon murina), atrapando insectos al vuelo, entre el 18 de septiembre y el 5 de octubre de 2010.


  Hirundo rustica (Golondrina tijereta – Barn Swallow). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007), reportada anteriormente hasta 2800 msnm (Hilty y Brown, 1986). Registrada para el PNN (Pfeifer et al., 2001). Grupos de seis a diez individuos fueron observados sobrevolando la laguna del Otún con otras golondrinas (Riparia riparia, Orochelidon murina) el 16 abril, entre el 18 y 22 de septiembre de 2010 y el 18 de abril de 2011. Los grupos de golondrinas se juntaban en horas cercanas al amanecer volando sobre la laguna, tan solo la especie residente (Orochelidon murina) volaba sobre tierra, el total de golondrinas se movían volando en circunferencias por el borde del cuerpo de agua, en algunos instantes sobrevolaban muy alto (más de 100 m) y desaparecían. No fueron ubicados dormideros para las especies migratorias durante los muestreos.


  Dendroica petechia (Reinita amarilla – Yellow Warbler). Visitante y residente no reproductivo durante el invierno boreal (Ridgely et al., 2007). La raza migratoria (D. p. aestiva) es transeúnte y residente de invierno relativamente común para finales de agosto y principios de mayo, principalmente por debajo de los 1000 msnm, aunque ha sido registrada hasta los 2600 msnm en la Sabana de Bogotá (ABO, 2000). Pfeifer et al., (2001) no la menciona en el listado de migratorias del parque. Registramos una pareja el 21 y 22 de septiembre de 2010 en la vegetación al borde de la laguna del Otún, adicionalmente encontramos un macho muerto, el cual se depositó en una colección de Ornitología del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (ICN38040).


  Se amplía el rango altitudinal conocido para seis de las ocho especies registradas, y el uso de nuevos hábitats para la Cordillera Central colombiana. Adicionalmente, se suman cuatro especies nuevas al listado de especies migratorias registradas para el PNN los Nevados, lo cual se eleva a un total de 35 especies; y se registra para seis de estas 35 especies por primera o segunda vez su presencia cerca de los 4000 msnm en el complejo de humedales de la laguna del Otún. Los resultados aquí presentados sugieren una tolerancia de estas especies a condiciones particulares de alta montaña, aunque no permiten ponderar la importancia del complejo de humedales de la laguna del Otún para las especies migratorias boreales a nivel poblacional o ecológico, ni tampoco como sitio de parada estratégico en la reposición de energía durante la migración (Bayly y Gómez, 2011). Futuras investigaciones encaminadas a comprobar la regularidad de uso de la Cordillera Central a esta altitud, el número de individuos encontrados y el tiempo de permanencia de estos, aportarían para definir si esta zona es parte de una ruta migratoria, o si por el contrario es utilizado como lugar esporádico por estas aves migrantes.
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  RESUMEN


  Registramos cinco especies de aves poco conocidas para la región con base en observaciones realizadas en el área urbana de Cúcuta (departamento de Norte de Santander, Colombia). Dos de ellas son migratorias neárticas/neotropicales (Coccyzus americanus y Protonotaria citrea). Aunque cuatro especies ya habían sido recolectadas en Cúcuta, han pasado inadvertidas para esta región. Uno de los registros corresponde a la ampliación hacia el norte del área de distribución geográfica conocida para Paroaria nigrogenis.


  Palabras clave: Cúcuta, Norte de Santander, nuevos registros, Paroaria nigrogenis, Protonotaria citrea.

  


  ABSTRACT


  We report five bird species poorly known for Norte de Santander based on observations in the urban area of the city of Cúcuta (department of Norte de Santander, Colombia). Two are nearctic/neotropical migratory birds (Coccyzus americanus and Protonotaria citrea). Although four species had been collected before in Cúcuta, their report has remained unnoticed. We record the geographical range extension for Paroaria nigrogenis to the north of its currently known distribution.


  Keywords: Cúcuta, Norte de Santander, new records, Paroaria nigrogenis, Protonotaria citrea.


  El departamento de Norte de Santander cuenta con diversos ecosistemas, que van desde los bosques secos tropicales de tierras bajas hasta los ambientes de páramo. En esta región son escasos los inventarios de avifauna (e.g. Avendaño, 2012) y vertebrados en general, por lo que se considera como una zona poco explorada. Por tal razón, no sorprende que en estudios realizados recientemente en esta área surjan nuevos registros de distribución geográfica de especies pertenecientes a grupos taxonómicos como anfibios y reptiles (Armesto et al., 2009; Armesto et al., 2011; Mendoza et al., 2012). Los registros para aves son escasos en la región y la distribución geográfica conocida está resumida en Hilty y Brown (1986), sin embrago aun existen vacíos sobre el conocimiento de la avifauna. Los registros fueron realizados dentro del área urbana de Cúcuta (c. 7°54’ N, 72°30’ W), capital del departamento de Norte de Santander (Fig. 1), al nororiente de Colombia, en los años 2005, 2009 y 2010 con el fin de inventariar la fauna de vertebrados. El área de estudio corresponde a un ecosistema urbano que hace parte de la zona de vida bosque seco tropical (BsT), de acuerdo a la clasificación de Holdridge et al. (1971), su altitud promedio es de 320 msnm, la temperatura oscila entre 26 y 28°C, y la precipitación promedio es de 1500 mm/año. Los registros se efectuaron en tres sitios: barrio La Ermita (noroccidente del área urbana), urbanización Villa Camila (cerca al río Pamplonita) y Parque del Agua (sur de la ciudad) (Fig. 1), los dos últimos se ubican junto al río Pamplonita.
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  Registramos cinco especies de aves para Norte de Santander: Coccyzus americanus, Dendrocygna bicolor, Forpus conspicillatus, Paroaria nigrogenis y Protonotaria citrea, de las cuales dos ya se conocían para el departamento: C. americanus y P. citrea, mientras que D. bicolor y P. nigrogenis se registran por primera vez en esta región. Aunque las bases de datos en línea muestran que F. conspicillatus fue recolectada en Norte de Santander (Biomap, 2006), esta ha pasado desapercibida para el departamento en la literatura disponible (Hilty y Brown, 1986; Restall et al., 2006). Así, consideramos a las especies aquí reportadas como poco conocidas en Norte de Santander.


  El cuclillo americano, C. americanus (familia Cuculidae), es una especie migratoria neártica/neotropical, transeúnte y residente de invierno en Colombia desde septiembre hasta mayo (Hilty y Brown, 1986). Un individuo fue observado en el noroeste de la ciudad de Cúcuta, en el barrio La Ermita, en el mes de marzo de 2005. Aunque es una especie que llega a gran parte del territorio colombiano, existen pocos registros para el departamento de Norte de Santander: Pamplona, Toledo, Ocaña y Cúcuta (Nicéforo y Olivares, 1966; Biomap, 2006). Igualmente, registramos dos individuos de P. citrea (familia Parulidae) en marzo de 2005 en el bosque ripario del río Pamplonita, al sur de la ciudad (Fig. 1). También migratoria neártica/neotropical en Colombia desde agosto hasta abril (Hilty y Brown, 1986). Esta especie ha sido registrada en Ocaña, Cúcuta en las tierras bajas del Catatumbo (Hilty y Brown, 1986; Niceforo y Olivares 1978; Biomap, 2006).


  Observamos un juvenil de P. nigrogenis (familia Thraupidae) en junio de 2005 y en septiembre de 2008; también fue observada una pareja en mayo de 2006 y julio de 2010. En todas las ocasiones, se registró en los sitios 2 y 3 (Fig. 1) del área urbana de Cúcuta adyacentes al río Pamplonita. La especie es conocida para gran parte de los llanos de Colombia y Venezuela (Hilty y Brown, 1986; Restall et al., 2006). Este registro representa una nueva localidad y amplía su rango aproximadamente a 80 km del norte de su distribución anteriormente conocida. Bandadas pequeñas (entre 10 y 30 individuos) de F. conspicillatus (familia Psittacidae) han sido observadas dentro del área urbana de Cúcuta, tanto en las plazas (e.g. parques Simón Bolívar – barrio Colsag y parque Colón en el centro de la ciudad) como en las zonas arborizadas cercanas al río Pamplonita (e.g. Malecón, Avenida del Río) . Las observaciones de esta especie fueron dos ocasiones: el 20 de febrero y 1 de mayo de 2005. Esta especie se diferencia de su congénere F. passerinus, principalmente, porque F. conspicillatus presenta color azul alrededor del ojo. Existe un solo ejemplar recolectado en Cúcuta por Nicéforo en 1938 (Biomap, 2006), aunque no es posible confirmar si corresponde a esta especie. Su distribución geográfica conocida incluye los llanos y los valles de los ríos Cauca y Magdalena (Hilty y Brown, 1986).


  El 5 de junio de 2005 se observaron dos individuos del pato D. bicolor (familia Anatidae) en una laguna artificial de una finca cercana al río Pamplonita (sitio 2 de muestreo, Fig. 1). Los individuos fueron observados durante más de media hora en el cuerpo de agua, donde solo se mantuvieron desplazándose sin realizar ningún otro comportamiento. Aunque podrían tratarse de individuos traídos por los propietarios de la finca, su registro no sorprende, debido a que esta especie exhibe una distribución relativamente amplia en donde en Colombia. Las especies aquí registradas son de amplia distribución en Colombia, pero al revisar sus mapas de distribución (Hilty y Brown, 1986; Restall et al., 2006), se aprecia el vacío que hay en Norte de Santander. Estos registros evidencian que las especies exhiben un área de distribución geográfica más amplia, y que es muy probable, debido a la cercanía de Cúcuta a la depresión del Táchira, que la región pueda considerarse como un corredor que permite el flujo de especies entre ambos lados de dicha depresión. Esto puede indicar que hay poblaciones residentes en el norte de la depresión, pues se han observado, por ejemplo, individuos juveniles de P. nigrogenis dentro de la ciudad de Cúcuta y sus alrededores. Hay dos ejemplares de esta especie que de acuerdo con Biomap (2006), fueron recolectados en 1961 por Carriker en San Alberto (depar tamento del Cesar), y que han pasado desapercibidos pero podrían representar también un nuevo registro o ampliación de rango, sin embargo, no hay certeza de que esos es pecímenes correspondan a animales en cautiverio o de alguna población residente, esto último es menos probable, pues no hay una depresión geográfica que permitiera el paso de individuos desde el este de la Cordillera Oriental, y su distribución altitudinal cono cida no supera los 500 msnm (Hilty y Brown, 1986).


  Pese a que el periquito de anteojos (F. conspicillatus) forma parte de aves que suelen ser usadas para el comercio, su presencia en Cúcuta no es de extrañar, pues su área de distribución comprende tanto los llanos Orientales como los valles del Cauca y Mag dalena (Hilty y Brown, 1986), siendo Cúcuta un punto cercano con influencia de las aves que pueden desplazarse a través de la depresión del Táchira; además, es posible que sus poblaciones coexistan con F. passerinus (Hilty y Brown, 1986). Los patrones de distribución de C. americanus y de D. bicolor son similares al de F. passerinus, pues Norte de Santander se encuentra en un punto medio entre las pobla ciones conocidas para el norte y el sureste del país, aunque la primera de estas (C. americanus) presenta una distribución más amplia en el país en relación a D. bicolor y F. passerinus. La especie D. bicolor se considera errante en Arauca y Meta (Hilty y Brown, 1986), lo que podría explicar la presencia de esta especie en Cúcuta y, a su vez, que no sea frecuente observarla allí.


  Las especies fueron observadas en el área urbana de Cúcuta, lo que permite inferir lo poco conocida que aún es la región nororiental de Colombia, incluso, la fauna que ha bita en una zona aparentemente bien conocida, como lo es una ciudad capital. De esta manera, podemos resaltar la importancia de realizar inventarios sistemáticos en áreas urbanas y/o sus alrededores, porque esto provee un conocimiento más amplio de la biodiversidad y la detección de cambios espaciales y temporales, así como la evaluación de los efectos que los planes de desarrollo y de conservación tienen sobre la fauna (Botero et al. 2005). La presencia de especies migratorias en Cúcuta evidencia la dis ponibilidad de recursos que estas aves encuentran allí, a pesar del crecimiento que experimenta la ciudad.
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  RESUMEN


  Las especies de cubomedusas del Caribe colombiano son aún muy poco conocidas, es por esta razón que se realizaron muestreos exploratorios en la región de Santa Marta, Colombia, durante el periodo comprendido entre febrero y octubre de 2009, para determinar que especies se encuentran en la región. Se colectaron e identificaron un total de cinco ejemplares de cubomedusas pertenecientes a la clase Cubozoa, tres del género Chiropsalmus (familia Chirodropida) y dos del género Alatina (familia Alatinidae), ambos especímenes constituyen el primer registro de cubomedusas para el Caribe colombiano.


  Palabras clave: Caribe colombiano, cubomedusas, identificación, primer registro.

  


  ABSTRACT


  Box-jellyfishes of the Colombian Caribbean are still poorly known, it is for this reason that exploratory sampling was done in the region of Santa Marta, Colombia, during the period between February and October 2009, to determine which species are in this region. Were collected and identified a total of five samples of box-jellyfishes to the Cubozoa class, three samples of Chiropsalmus genera (Chirodropida family) and two samples of Alatina (Alatinidae family), both specimens are the first record of boxjellyfishes from the Colombian Caribbean.


  Keywords: boxjellyfish, Colombian Caribbean, first record, identification.


  La clase Cubozoa, a la que pertenecen las cubomedusas, hace parte del filo Cnidaria, existen cerca de 36 especies de cubomedusas exclusivamente marinas, que se distribuyen en las aguas cálidas de todos los océanos, ninguna ha sido encontrada en los polos. Actualmente son de gran interés científico debido a que son consideradas como las especies más peligrosas para el hombre (Mayer, 1910; Kramp, 1961; Daly et al., 2007). Para el Caribe colombiano el estudio de los cnidarios se ha dedicado en su mayoría a la clase Anthozoa (corales, anémonas y zoantideos); la clase Hydrozoa cuenta con el estudio realizado en la ensenada de Gaira (Santa Marta, Magdalena) por Domínguez (2002); a la clase Scyphozoa Moncaleano y Niño (1976) le realizaron un estudio de composición y distribución en la bahía de Cartagena, y ha sido brevemente nombrada en los trabajos de Camacho y Galvis (1980) y Corredor-Bobadilla (2006); solo hasta el 2010 con el trabajo de Cedeño-Posso se realizó una descripción de cuatro medusas Scyphozoa y dos Cubozoa. De esta última investigación se presenta el primer registro de dos géneros de cubomedusas que se encuentran en el Caribe colombiano, especialmente en la región de Santa Marta.


  Se llevaron a cabo muestreos exploratorios de cubomedusas entre febrero y octubre de 2009 en el noreste de Colombia, en el departamento del Magdalena, sobre la costa Caribe. Comprende el área de Santa Marta, ensenada de Gaira (entre el cerro Gloria a los 11º 10’ 44’’ N y 74º 14’ 42’’ W y el cerro San Fernando a los 11º 13’ N y 74º 14’ W) y una playa al sur del departamento cercana a la ciénaga Grande de Santa Marta, isla de Rosario (10° 59’ N y 74° 18’ W). Para un estudio únicamente descriptivo, se colectaron en isla de Rosario algunos ejemplares que hacen parte de la pesca acompañante de los arrastres de chinchorro camaronero (1,2 cm de ojo de malla en el copo) y en la ensenada de Gaira, las que fue posible capturar desde la superficie del agua con bolsas plásticas transparentes. Los ejemplares fueron transportados en nevera hasta el laboratorio, donde se fotografiaron y se observó detalladamente su morfología con uso de estereoscopio ZEISS Stemi DV4.


  A cada ejemplar se le tomaron medidas tales como ancho y largo de la campana. Se contaron el número de tentáculos por pedalia, se midió la distancia del nicho ropaliar hasta el margen umbrelar, se describió la apariencia externa de la umbrela (como su coloración y textura) y la forma del nicho ropaliar y los cirros gástricos. La clasificación y descripción de los ejemplares se llevó a cabo siguiendo la literatura de Mayer (1910), Kramp (1961), Mianzan y Cornelius (1999), Morandini et al., 2005, Morandini et al., 2006 y Daly et al., (2007). Los especímenes se observaron el mismo día de la captura y fueron fijados y preservados en una solución de formalina al 4 % en agua de mar (i.e cuatro partes de formol en 96 partes de agua de mar), con un recambio después de dos semanas para una mayor fijación (Dawson, 2009). Los especímenes se encuentran como material de referencia en la colección de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, sede Santa Marta y como material testigo en el Museo de Historia Natural Marina de Colombia (MHNM) del Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras “Jose Benito Vives De Andreis”- INVEMAR.


  Se colectaron un total de cinco ejemplares pertenecientes a la clase Cubozoa, tres ejemplares del género Chiropsalmus (familia Chirodropida) colectados entre los meses de febrero y marzo y dos ejemplares del género Alatina (familia Alatinidae) colectados únicamente en el mes de octubre.


  A continuación se presenta la clasificación taxonómica de las cubomedusas identificadas en las aguas superficiales de la región de Santa Marta.
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  Material examinado. Dos ejemplares preservados en una solución de formalina al 4 %. Se ingresaron dos ejemplares testigos en la colección del MHNMC con código INV CNI 3258. Colombia, Magdalena, Santa Marta, ensenada de Gaira. 2009.


  Diagnosis. Cubomedusa con pedalio simple; ausencia de bolsillos gástricos; sin mesenterios perradiales; umbrela con forma piramidal, nicho ropaliar en forma de T, cirros gástricos largos.


  Descripción. Forma piramidal con un largo promedio de 58,5 ± 5,0 mm y un ancho superior e inferior promedio de 27,5 ± 3,5 mm y 42,5 ± 2,1 mm respectivamente. Superficie exumbrelar lisa. Con cuatro pedalia simples de 30 mm. Ausencia de bolsillos gástricos; sin mesenterios perradiales. Cirros gástricos largos y crecientes. Cuatro ropalia a cada lado de la campana, dentro de nichos ropaliares en forma de T, enmarcados por una sola cubierta superior y otras dos más abajo, ubicados a 1,3 ± 1,4 mm promedio desde el margen umbrelar. Con tres o cuatro canales velares por octante. Una de ellas tenía una coloración blanca casi translúcida y la otra presentaba una coloración blanquecina en las gónadas, lo cual indicaba su madurez sexual.


  Distribución. Costa Atlántica de Sur América y mar Caribe (Mayer, 1910; Kramp, 1961; Mianzan y Cornelius, 1999).


  Comentario. Al género Alatina hasta 2005 se le conocía como Carybdea, pero Gershwin (2005) renombró este género y a su familia debido a diferencias que se habían pasado por alto, como por ejemplo, Carybdea al contrario que Alatina poseía cirros gástricos cortos, un nicho ropaliar en forma de corazón y la forma de la umbrela es totalmente cuadrada. Por estas características morfológicas, Gershwin (2005) separó a las familias Carybdeidae y Alatinidae. Bentlage et al., (2009) demostraron molecularmente las diferencias que entre estas dos familias existían, de manera que la familia Carybdeidae quedó representada por un solo género y seis especies válidas y Alatinidae con dos géneros, uno monoespecifico (Manokia stiasnyi) y el otro Alatina con aproximadamente 12 especies válidas (Gershwin, 2005; Daly et al., 2007).
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  Material examinado. Tres ejemplares preservados en una solución de formalina al 4 %. Se ingresaron dos ejemplares testigos en la colección del MHNMC con código INV CNI 3257. Colombia, Magdalena, Isla de Rosario. 2009.


  Diagnosis. Cubomedusa con pedalio ramificado; cuatro bolsillos gástricos no ramifi cados; márgenes de las gónadas sin división; nicho ropaliar en forma triangular.


  Descripción. Forma cúbica, casi tan ancha como alta, 62,3:65 ± 9,3:8.7 mm en pro medio. Cuatro pedalias ramificados de 26 ± 4.6 mm de longitud promedio, de donde se desprenden ocho tentáculos; cuatro bolsillos gástricos no ramificados. Márgenes de las gónadas sin división y cuatro ropalia, uno a cada lado de la campana, dentro de ni chos ropaliares en forma de triángulo a 16 ± 2,7 mm promedio desde el margen um brelar. Manubrio con cuatro labios. Superficie exumbrelar con pequeñas cargas de ne matocistos. Coloración blanca casi translúcida y blanquecina. Distribución. Costa Atlántica de Sur América y mar Caribe (Mayer, 1910; Kramp, 1961; Mianzan y Cornelius, 1999).
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  ABSTRACT


  The Amazonian manatee (Trichechus inunguis) is an aquatic mammal that inhabits freshwater environments and is endemic to the Amazon Basin. The presence of Toxoplasma gondii antibodies was investigated in 19 manatees in one rescue unit in the northern region of Peru. Antibodies to T. gondii were detected in 12 (63.2 %) of 19 animals by using the modified agglutination test (titer, 1:25), and no association between sex and age of the animals and the presence of T. gondii antibodies was observed (p < 0.05). The results suggest a contamination by T. gondii oocysts in the aquatic environment where these animals live.


  Keywords: Amazonian manatee, Peruvian Amazon, serology, Toxoplasma gondii.

  


  RESUMEN


  El manatí amazónico (Trichechus inunguis) es un mamífero acuático que habita en ambientes de agua dulce y es endémico de la cuenca del Amazonas. La presencia de Toxoplasma gondii se investigó en 19 manatíes, en una unidad de rescate en la región norte del Perú. Los anticuerpos contra T. gondii fueron detectados en 12 (63,2 %), de 19 animales mediante el uso de la prueba de aglutinación modificada (título, 1:25). No fue observada asociación entre el sexo y edad de los animales con la presencia de anti- cuerpos de T. gondii (p < 0,05). Los resultados sugieren la contaminación por ooquistes de T. gondii en el medio acuático donde viven estos animales.


  Palabras clave: Amazonía peruana, manatí amazónico, serología, Toxoplasma gondii.


  The Amazonian manatee (Trichechus inunguis) is an aquatic mammal (Family Trichechidae) that inhabits freshwater environments. It is endemic to the Amazon Basin, and occurs from Marajó Island (at the mouth of the Amazon River in Brazil) to the headwaters of the floodplain in Colombia, Peru, Guyana, Surinan and Ecuador. It is exclusively aquatic and resides in calm waters of streams or lakes with abundant floating vegetation. It is a herbivorous animal and can weigh up to 420 Kg (Rosas, 1994; Borges et al., 2008; Amaral et al., 2010). Currently, the Amazonian manatee is classified as a vulnerable species according to the list of the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (Reeves et al., 2007).


  The pressure exerted by hunting, combined with the low rate of reproduction of this animal has drastically reduced the populations of the Amazonian manatee (Reeves et al., 2007). Toxoplasma gondii has been reported to cause mortalities in several species of marine mammals, including sea otters (Dubey et al., 2003; Dubey, 2010). Freshwater runoff has been suggested as a risk factor for T. gondii infection in California sea otters (Miller et al., 2002). It has been suggested that enough T. gondii oocysts to infect marine life can be excreted by felids on land and subsequently washed in to the sea to infect marine life (Dabritz et al., 2007). Little is known of the causes of death or the prevalence of zoonotic or-ganisms in manatees from Peruvian Amazon. However, in others countries T. gondii antibodies were reported in manatees (Silva et al., 2001; Bossart et al., 2012; Mathews et al., 2012).


  Some diseases such a toxoplasmosis, besides affecting marine mammals, may be of importance as a menace to human health (Dubey, 2010). However, the status of aquatic mammals in Peru in respect to these agents is largely unknown, mainly because of the difficulty in obtaining diagnostic samples from free-ranging aquatic mammals. Serum samples were collected from 19 Amazonian manatees (Trichechus inunguis) kept in captivity at one rehabilitation unit; all are free-living manatees, who were taken into captivity. Blood was obtained by venipuncture and the serum was kept at −20 °C until the completion of serological tests. The 19 animals were living in Aquatic Ecosystems Program (PEA) located in the city of Iquitos (3º 48' 48.9" N, 073º 19' 18.2" W), Department of Loreto in northern Peru.


  The manatees were from one to six years from these manatees, eight were young (<5 year old) and 11 were adults. The sex ratio was 10:9 (male: female); these animals were all clinically healthy. Detection of T. gondii antibodies was performed by the modified agglutination test (MAT) according to Dubey and Desmonts (1987). The samples were examined at serum dilutions of 1:25, 1:50, and 1:500, and a titer of 1:25 was used as indicative of exposure to T. gondii (Dubey et al., 2003; Cabezón et al., 2004; Santos et al., 2011). Negative and positive controls were used in all reactions. For the statistical analysis of the variables gender (male and female) and age (young and adults) we used the Chi-square (x2) test with significance level at 5 %, using the program EPI INFO version 3.5.1. Toxoplasma gondii is an important pathogen in aquatic mammals and its presence in these animals may indicate the water contamination of aquatic environment by oocysts. Antibodies to T. gondii were found in 12 (63.2 %) of 19 manatees, but only at a titer of 25. The age and sex of animals did not affect the occurrence of T. gondii antibodies. There was no significant variance with regard to gender (p = 0.12, five of 10 [50.0 %] males were seropositive, and seven of nine [77.7 %] females were seropositive) or age of manatees (p = 0.62, 62.5 % seropositivity in five young, 63.6 % seropositivity in seven adults) (Table 1).
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  This study reports, for the first time, the presence of antibodies against T. gondii in T. inunguis in the Peruvian Amazon. However, all positive manatees had only a titer of 25. The MAT used here is considered the most sensitive and specific test (99.8 %) for the detection of T. gondii in domestic and wild animals (Dubey et al., 2003). The same test has been used in other species of aquatic mammals (Mikaelian et al., 2000; Lambourn et al., 2001; Measures et al., 2004; Dubey et al., 2009; Bossart et al., 2012).


  Waste from domestic and wild cats containing oocysts of T. gondii can be carried by the water from sewage and rain polluting the rivers, brooks and lakes (Bowater et al., 2003). A cat may excrete millions of oocysts and oocysts can remain viable from 32 days to about a year (Dubey, 2010; Esmerini et al., 2010). The climate in the region is tropical humid, favoring the viability of oocysts. The ingestion of oocysts is probably the source of T. gondii in T. inunguis described in this study, because these animals are herbivores. Whether manatees became infected in captivity is uncertain because these mammals had previously lived in rivers. Manatees inhabit the banks bordering of the main channels and deep lakes during the dry season and may have contact with sewagepolluted water. During floods, these animals are scattered in areas of flooded forest that can become infected by oocysts from the feces of wild cats living in the area. The water that fills the tanks originate from artesian wells, and the grass, a major food source of these animals, is obtained from the periurban region. The remainder of the diet is composed of fruits and vegetables that are stored at the facilities.


  Knowledge of infectious agents prevalent in this species may have relevance to conservation. Furthermore, this knowledge is critical during the process of reintroduction of captive animals kept in nature, in order not to incorporate new diseases into the wild, which could compromise the conservation of this species and other free-living animals (Bossart et al., 2012; Sulzner et al., 2012; Gonzales et al., 2013). This approach can also lead to the identification of diseases occurring in populations of wild animals associated with contamination of ecosystems with pathogens from human or domestic animals. It is noteworthy that infection with T. gondii can interfere with the abundance of aquatic mammals by promoting high mortality in some species (Dubey et al., 2003; Dubey, 2010). The results obtained by us reinforce the importance of ongoing studies for the detection of pathogens that can compromise the health of the Amazonian manatee and other species of aquatic mammals in the Peruvian Amazon.
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Figura 1. Whitemaor Marshalling Yard, LN.E.R. (Tomado de How Animals Develop, 1935. p. 96),
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Tabla 1. Valores limite de clasificacién tréfica. Pt: Fésforo total/media anual de la concentracién de
fésforo total en el agua (mg/m?). Chl_a media: media anual de la concentracién de clorofila en aguas
superficiales (mg/m). Media de Secchi: media anual de transparencia de la profundidad de Sechhi (m).
Fuente: OCDE (1982) y Janus y Vollenweider (1981).
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Phylum Cnidaria Hatschek, 1888
Clase Cubozoa Werner, 1973
Orden Chirodropida Haeckel, 1880
Familia Chiropsalmidae Thiel, 1936
Género Chiropsalmus L. Agassiz, 1862
Orden Carybdeida Gegenbaur 1857
Familia Alatinidae Gershwin, 2005
Género Alatina Gershwin, 2005

TaxoNomia
Género Alatina

Figura 1. Alatina sp. INV CNI 3258. A. Espé-
cimen completo; B. esquema de Alatina sp.;
C. pedalia simple en forma de remo y un
solo tenticulo; D. detalle de los cirros gis-
tricos largos; E. nicho ropaliaren forma de T
(fotografia de Cedefio-Posso, 2009 - basa-
do en Mianzany Comelius, 1999) (material
preservad
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Figura 1. Frecuencia de nucledtidos en regiones de promotores de genes de plantas. Se muestr
frecuencia de nucledtidos en las regiones promotoras (1 kb curso arriba) de: A) genes mARNy B) g
codificantes de proteinas. C) Representacién de la frecuencia de nucledtidos en todo el genom:
Relaciones filogenéticas entre las plantas analizadas.
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Figura 1. Etapas del proceso de obtencién de biodiesel a partir de microalgas.
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Género. Chiropsalmus
Chiropsalmus quadrumanus (Mller, 1859)

Figura 2. Chirapsalmus quadrumanus, INV CNI 3257; A. Espécimen completo; B. ropalia (érgano sen-
iema tipico del nicho ropaliar en forma de triangulo; D. esquema de C. quadrumanus;
ado con ocho tenticulos; E. manubrio con cuatro labios; F. cargas de nematocistos

D. pedalia rami

enla exumbrela afia de Cederio-Posso, 2009 - basado en Haddad, 2002) (material preserva
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Figure 1. Map of South America, Brazil, States of Parand (PR) and Sao Paulo (SP) indicating locations
oF A. 5. rubrapilosa collection.
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Figura 2. Nimero de especies de Characiformes de Venezuela por cuadriculas de 200 x 200 km
aproximadamente.
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Tabla 1. Valores de p obtenidos en el ANOVA a dos vias y valores medios del porcentaje de germinacién
e indice de velocidad de germinacién (ERI), en las dos soluciones empleadas (PEG y NaCl) y en los
cuatro potenciales hidricos. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas en el test
de Tukey (5%). ** diferencias significativas al 0,0001
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Figura 5. Consumo intraguilda cuando P. pesimill se encuentra en mayor proporcion que N. calfornicus
1:80 en el mismo sistema y en ausencia de T urticae.
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Tabla 4. Anlisis de sensibilidad. La serie corresponde a los niveles de Pt como variable independiente
y los de IST a las respuestas.
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Tabla 1. Nimero de especies nuevas, de todos los taxones analizados, descritas por afio para Colombia
y para el planeta (lISE, 2011) entre los afios 2000 y 2009. La columna porcentaje indica el porcentaje
que representan las especies descritas para Colombia con respecto al total del planeta.
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Figura 1. Area urbana de Ciicuta, donde se realizaron las observaciones de las cinco especies: 1) Barrio
La Ermita; 2) Urbanizacién Villa Camila; 3) Parque del Agua. Fuente: IGAC.
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C reinhardti (cre) 0,00* 49

Tabla 1. Diferencias en distribucién de TFBS entre genes miARN y genes codificantes.
Elp-valor corresponde al resultado de una prueba Kolmogorov-Smimov entre la distribucion de TFBS
de genes miARN y genes codificantes de proteinas. Se muestra el niimero total de genes miARN ana-
lizados en cada especie. El arbol filogenético se obtuvo de www.phytozome.net. * p - valor < 0,05,
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Figura 1. Cuencas hidrograficas continentales de Venezuela (tomado de Mago, 1970).
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Tabla 3. Valores medios mensuales estimados d fésforo total en cada seccion, valores medios mensuales de fisforo ol modelados.
Resultados de la modelacion del indice de esiado trdfico (IST) y tiempo hidriulico de recencién (THR). Fuente: OCDE (1981)y
Volerweider (1982); Datos de P toral (Alvarez, 2005),
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Figura 2. Cluster jerdrquico basado en la correlacién de distribuciones de frecuencias de TFBS en
promotores de genes miARN en distintas plantas. Se calculs la correlacién entre distribuciones uili-
zando el método Pearson. Se empled la matriz de correlacion para calcular distancias eucldianas para
luego realizar un cluster jerarquico. La altura (height) equivale a las distancias entre plantas.
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Figura 2. Paisaje epigenético. Tomado de Waddington (1966).
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Figure 4. Mantel test showing that there is correlation (p = 0,001) between genetic distance and
geographic distance for A . rubropilesa populations analyzed (999 permutations).
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Figure 5. Dendrogram based on the arithmetic complement of Nei's genetic distance (1978), which was
obtained via RAPD. Individuals in Atta sexdens rubrapilosa populations collected from Ivatuba, Maringd,
Presidente Prudente, Dracena, and Itambé were grouped with the UPGMA method using the Popgene
1.31 program.
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Tabla 2. TFBS sobrerepresentados en genes miARN comparados con genes codificantes para proteinas
en yuca, arroz y Arabidopsis

€l p - valor corresponde al resultado de una prucba exacta de Fisher entre la frecuencia de cada TFBS
en genes mARN comparado con genes codificantes de proteinas para cada plana.
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Figura 3. Curvas de amplificacién por qPCR utilizando el sistema SYBR Green®y los cebadores SscolF-
SscolR para la deteccién de Spongospora subterranca a partir de 20 muestras de plantas seauelo de
Nicotiana benthamiana y Solanum phurcja (arriba) y 20 muestras de papa obtenidas en cuatro cultivos del
municipio de La Unién (Antioquia) (abajo).
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Figura 3. Consumo total de individuos de T urticac por parte de los depredadores cuando un segundo
depredador entra al mismo sistema. A la izquieda de la figura se observa el sistema en el cual se encon-
traba Neasciuluscalfornicus con Tetranychus urtiae y entra Phytosciulus persimilis. A la derecha se observa el
sistema en el cual se encontraba Phytosciulus persimills con Tetranychus urticae y entra Neosciuluscalfornicus.
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Figura 4. Esquemas de relaciones filogenéticas establecidos por diferentes autores (ver texto) para los
géneros Prochilodus, Boulengerella, Semaprocilodus, Curimata, Caenotropus, Gephyrocharax y Steindachnerina,
y su ubicacién geografica en las siete cuencas hidrograficas de Venezucla
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Tabla 1. Propucsta de historias biogeogrificas para los sete géneros de Characiformes analizados.
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Figura 2. Concentracién de clorofila a en C. wigaris expuestas diferentes concentraciones de fenantreno
durante 72 h. Los valores son expresados como media + error esténdar de la media (SEM). No fueron
obsenvadas diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).
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Figura 2. Ntimero de individuos de los estados de huevo, larva, ninfa y adulto de T. urticae consumidos

porlos estados de ninfa y adulto de P. persimils y N. calfornics.
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Table 1. Primers, nucleotide sequences, numbers of fragments per primer, and numbers of polymorphic
fragments amplified via RAPD-PCR from DNA extracted from Atta sexdens ubropilosa populations.
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Figura 3. A. Cladograma de drea para 22 dreas (cuadriculas) de 200 x 200 km en territorio venezolano;
8. Cladograma de drea (arbol tinico), PAE por Cuencas Hidrograficas.
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Figura 4. Consumo intraguilda cuando Ppersimilis se encuentra en mayor proporcién que N. calfornicus
1:80 en el mismo sistema y en ausencia de T. urticae.
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Tabla 3. TFBS sobrerepresentados en promotores de familias de miARNs diferencialmente expresados
en respuesta a Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) en yuca.
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Tabla 2. Nimero de especies nuevas descritas de diferentes taxones para Colombia y para el planeta
(IISE, 2011) entre los arios 2000 y 2009. La columna porcentaje indica el porcentaje que representan
las especies descritas para Colombia con respecto al total del planeta. ‘Rango’ indica la posicion rela-
tiva de cada taxén de acuerdo con el nimero de especies nuevas, ‘Diferencia’,es el rango del taxén para
el planeta menos el rango del taxén en Colombia. ‘Autores’ indica el ntimero de autores tnicos de los
articulos que describieron especies nuevas para Colombia en cada taxsn.
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Figura 1. Consumo de ninfas y adultos de P. persimils y N. calfornicus sobre los diferentes estados de
desarrollo del acaro fitéfago T. urticae.
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Figura 1. A. Deteccién de Spongospora subterranca mediante PCR convencional con los cebadores espe-
cificos Spo8-5po9, a partir de 15 muestras de raices de papa con sintomas de sarna polvosa, obtenidas
en el municipio de La Unién (Antioguia). Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); 1a 15:
muestras de raices; 16: control positivo (ADN de quistosoros de Sss), 17: control negativo. B. qPCR
con los cebadores especificos disefados en este estudio (SscolF-SscolR), a partir de 12 muestras de
rafces de papa con sintomas de sarna polvosa, obtenidas en ¢l municipio de La Unién (Antioquia). Mar-
cador de peso molecular 25 pb (Promega), 1 a 12: muestras de raices de papa, 13: control positivo
(ADN de quistosoros de Sss), 14: control negativo.
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Figura 2. Curvas estandar construidas en las prucbas de gPCR para la cuantificacion de quistosoros
de Spongopsora subterranca. (A). Cebadores SscolF-SscolR. (8). Cebadores SSTQFI-SSTQRI. (C).
Cebadores SponF- SponR. Se presentan los valores del coeficiente de correlacién (RZ), la pendiente (M),
elintercepto (B) y la eficiencia de la reaccion.
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trayectoria.
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Figura 1. Densidad celular de C. wlgaris expuesta a diferentes concentraciones de fenantreno durante 72
h. Los valores son expresados como media + error estandar de la media (SEM). * Para cada tiempo de
exposicion, asterisco indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05, Test de Dunnett).
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Figura 2. Modelacién del indice de estado tréfico y tiempo de retencion. 1: Ist - indice de estado tréfico
- OCDE Sec1 - mg/m?. 2: TRH -tiempo hidréulico de retencin Sec1 - dias/afio. 3: Ist - indice de estado
tréfico - OCDE Sec3 - mg/m’. 4: TRH -tiempo hidréulico de retencién Sec3 - dias/afio.
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Figura 1. Porcentaye de germinacién de semlas de A. nummularia embebidas en soluciones de PEG y
NaCl con diferentes potenciales de agua. *Indican diferencias significativas entre soluciones segin test
de Tukey.
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Figura 2. indice de velocidad de germinacién (ERI) de semillas de A nummularia germinadas en so-
luciones de PEG y NaCl con diferentes potenciales de agua. *Indican diferencias significativas entre
soluciones segun test de Tukey.
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Tabla 2. Descripcin de tratamientos utilizados para evaluar el consumo de P. persimils y N. calfornicus
cuando se encuentran solos o simulténeamente en un mismo sistema depredador-presa. h: huevos, |

larvas; n: ninfas; a: adultos.
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Tabla 1. Resultados de BlastN a partir de secuencias de regiones ITS del ADNr obtenidas con la utii-
zacién de cuatro juegos de cebadores disenados para la deteccion de Spongospora subterranca mediante
QPCR.
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Table 1. Association between presence of anti-T gondii antibodies in Amazonian manatees and varia-
bles: age and sex. * PEA, Aquatic Ecosystems Program, Iquitos, Loreto, Pert
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Figura 1. Modelacién de concentraciones de fésforo para cada seccién. 1: Ctp secl. Concentracién de
fésforo Secl mg/m’. 2: Cep sec2. Concentracidn de fésforo Sec2 mg/m. 3: Ctp sec3. Concentracion
de fésforo Sec3 mg/m®.
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) shows the coordinates 1 and 2 corresponding to 71.84%
of the variability.





OEBPS/Images/v18n1a5f5.jpg
RlonecRo
MARACABO

oRNoCo

5

At
oy

5 se 4 - H < g
€ 204 2 & fggEgig
7 NS, 7 SEEEN
4
B

Figura 5. A. BPA-Primario: cladograma general de dreas (drbol tnico) saportado por siete géneros de
Characiformes de Venezuela para seis cuencas hidrograficas del pas. Los asteriscos indican las incon-
‘gruencias (homoplasias): B. BPA-Secundario: cladograma general de dreas soportado por siete géneros
de Characiformes de Venezuela para seis cuencas hidrograficas del pas. Las lineas punteadas repre-
Gt s Sk daolati
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Tabla 1. Tasa promedio de crecimiento diario (TPCD); porcentaje de inhibicién de tasa de crecimiento

(% ITC); biomasa total (BT, 10° algas/ul); porcentaje de inhibicion de la biomasa (% Iy) de Chlorclla

valgaris expuesta a diferentes concentraciones de fenantreno. Los valores son expresados como media
error esténdar de la media (SEM), n = 10.

* Indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05, Test de Dunnett). a, b, ¢ Medias

con letras distintas son estadisticamente diferentes (p < 0,05, Test de Tukey).
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Table 2. Values of genetic identity and Nei's genetic distance (1978) obtained with the Popgene 1.31
program for the five Atta sexdens rubropilosa populations. *The genetic identity values are presented
above the diagonal and Nei's genetic distance values are below the diagonal.
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Table 3. Geographic distance (Km) between sampling sites of Atta sexdens rubropilosa. SP = So Paulo

state; PR = Parani state.
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Tabla 2. Deteccién y cuantificacion por qPCR de Spongospora subterranea a partir de 20 muestras de
Pl A e Aol as i s P e L e
diferentes departamentos de Colombia y 20 muestras de raices de papa colectadas al azar en cuatro
cultivos de papa en el municipio de La Unién (Antioquia). * Valores de Ct superiores a 40, corres-
ponden a resultados negativos.
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Tabla 1. Densidad de la poblacién de la presa (7. urticae) ofrecida a los depredadores (P. persimilis y N.
calfornicus) de acuerdo a sus edades de desarrollo biolégico. I: larvas; n: ninfas; a: adulto.
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*“El efecto Baldwin consiste en la fijacién genética de un comportamiento aprendido. En primer lugar
debe aparecer una nueva presién ambiental que genera una adapracién comportamental de los orga-
nismos. Si a presién se mantiene por generaciones, entonces s posible la aparicion de mutaciones.
coherentes con el cambio fenotipico, de forma que este se vuelve hereditario.
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Figura 3. Tasa de crecimiento de C. wigris expuestas diferentes concentraciones de fenantreno durante
72h. Los valores son expresados como media + error estandar de la media (SEM). No fueron observadas
diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). *** Para cada tiempo de exposician, asterisco
indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,001, Test de Dunnett).





