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  ABSTRACT


  The present review investigated the sources of energy for detritivorous fish species in floodplains. Recent studies have shown that environmental changes that alter the terrestrial vegetation affect essentially the resource base in these areas, such as the detritus. In aquatic environments, especially floodplains, a major part of metabolic processes is supported by terrestrial detritus, which accounts for maintaining the detritivorous food chain. Thus, one way to evaluate environments changes is through isotopic studies of organic matter, which allows acquiring information about the quantity and quality of organic matter. This approach is required for understanding the interactions between the organic matter dynamics and its ecological effects, allowing the monitoring of these resources. However, researches on the energy flow in food chains should also employ an approach that quantifies the magnitude of these food subsidies, as also the access routes of aquatic consumers, in watersheds of different sizes and in diverse land uses.
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  RESUMEN


  Esta revisión procuró investigar las fuentes de energía para las especies de peces detritívoras en la llanura de inundación. Los estudios han demostrado que las transformaciones ambientales que causan los cambios en la vegetación terrestre afectan principalmente la base de los recursos en estos planos inundables, tales como el detritus. En los ambientes acuáticos, especialmente las llanuras de inundación, la mayoría de los procesos metabólicos están sustentados por el detritus terrestre, y esta función es responsable de mantener las redes detritívoras. Una forma de evaluar estos cambios es a través de estudios isotópicos de la materia orgánica, los cuales permiten obtener información sobre su cantidad y su calidad mediante el análisis de la biomasa microbiana. Este enfoque es necesario para comprender las interacciones entre la dinámica de la materia orgánica y sus efectos ecológicos, lo que permite a su vez la valoración de estos recursos. Sin embargo, se concluye que los estudios futuros también deben cuantificar la magnitud de estos subsidios energéticos, asícomo las vías de acceso de los consumidores acuáticos, lo cual debe evaluarse en cuencas hidrográficas de diferentes tamaños y con diversos usos de la tierra.
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  INTRODUCTION


  Recent studies have demonstrated the importance of detritus in aquatic environments as a source that contributes to metabolic processes of these ecosystems, and the relevance of organic matter dynamics and microbial influence to predict future changes on the energy stability in food chains (Kominoski and Rosemond, 2012).


  In aquatic environments, the food chain relationships frequently are maintained by different sources of detritus, due to the large input of allochthonous matter, as also to the decay of aquatic macrophytes (Vannote et al., 1980). Several authors have considered the detritus food chain as the main source maintaining the fish biomass in tropical and subtropical aquatic environments (Araujo-Lima et al., 1986, Benedito-Cecilio et al., 2000, Benedito-Cecilio and Araujo-Lima, 2002, Manetta et al., 2003). In this way, up to 80 % of fish biomass in floodplains is made up by detritivorous species, i.e., dependent on sources of detritus (Agostinho and Zalewski, 1996). However, environmental changes such as modifications in biogeochemical cycles, climate, human activities and changes in the terrestrial ve-getation may affect the amount of detritus and the quality of water, organic matter, and nutrients of these ecosystems, which is reflected in the structure of aquatic webs (Kominoski and Rosemond, 2012).


  Floodplains represent areas with high input of organic matter from several origins, and are highly dynamic environments, with well-defined terrestrial, aquatic and transitional environments (Junk et al., 1989). However, Agostinho and Zalewski (1996), Agostinho et al. (2000) and Agostinho et al., (2004) stated that the environmental quality of these areas has experienced a sharp decrease due to deforestation, agriculture, livestock, construction of dams, sand mining and activities of leisure and fishing.


  For Agostinho et al., (2000) and Agostinho et al., (2004) a major impact on these ecosystems is the hydrological control by upstream reservoirs, which significantly modifies the flood periods, by changing the intensity, duration and timing of these events. With this, fish assemblages have been negatively affected, mainly the migratory species (Gomes and Agostinho, 1997; Agostinho et al., 2004).


  Migratory fish species play a key role in artisanal and recreational fishing. Thus, the lack of flooding periods prevents migratory juveniles to reach marginal lakes to spend the first years of life. This has hindered their reproduction and consequently reduced the fish stock in the region (Gomes and Agostinho, 1997).


  The migratory species Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), popularly known as curimba, in Brazil, is a species of commercial interest and detritivorous with essential role in nutrient cycling, working in the clearance of watercourses subjected to organic pollution (Agostinho, 1985) and in general is a good biondicator by being more sensitive to pollutants (Martinez and Cólus, 2002).


  Thus, detritivorous and migratory species are harmed both in relation to detritus sources affected and water resources regulated by reservoirs. Given this, although floodplains have a high biodiversity, these areas are under high environmental disturbances, such as deforestation, and construction of reservoirs. In this case are fundamental studies aiming to examine the microbial community of organic matter, both of allochthonous and autochthonous origin, for understand the importance of these resources for detritivorous fish. This can be assessed, by possible variations in detritus in different environments. In this way, it can be investigated which energy sources (food resources derived from allochthonous and autochthonous matter) are essential to preserve the fish stock, and to analyze possible changes in detritus of the soil and sediment in floodplains.


  For these reasons, the focus of this review is an investigative work about the sources of energy for detritivorous fish species in the tropical floodplain.


  DETRITUS

  Decomposition of Organic Matter


  In general, the organic detritus can arise from dead plants or animals with microrganisms action (Mann, 1972). For Swift et al., (1979), it is broadly defined through physical and chemical attributes and interactions with organisms as being any kind of non-living organic matter, including different types of tissues of plants and animals, as well as products secreted and excreted by organisms.


  The decomposition of organic matter is based on three stages: leaching, conditioning or catabolism, and fragmentation. Leaching is the process with abiotic removal of organic and inorganic compounds from the material to be decomposed by environmental agents (Davis et al., 2006; Davis and Childers, 2007). In this case, aquatic organisms rapidly incorporate the soluble compounds released as dissolved organic matter, enhancing their utilization by microorganisms (Wetzel, 1995).


  The conditioning or catabolism consists in the colonization of the organic matter by fungi and bacteria responsible for the mineralization of the decomposing material (Gonçalves et al., 2006). Thus, this stage prepares the organic matter be consumed by the invertebrate organisms, while the detritus fragmentation enlarges the surface susceptible to the action of microorganisms, resulting in the material degradation (Cunha-Santino and Bianchini Jr, 2006).


  In this way, the dissolved organic matter from both autochthonous or allochthonous origin is responsible for microbial production, can be autotrophic, heterotrophic and mixotrophic prokaryotes and eukaryotes, which together make up the microbial food chain (Sherr and Sherr, 2008). Pomeroy (1974) and Azam et al., (1983) have proposed the existence of multiple trophic levels (bacteria, flagellate and ciliate) in the microbial community and outlined important implications for the trophic chain and biogeochemical cycles. This trophic structure is known as microbial loop (Azam et al., 1983), which described the role of bacteria in the absorption and recovery of dissolved organic matter and its transfer to higher trophic levels.


  In some studies has been reported that only a small part of the bacterial carbon is passed along the food chain (Cole et al., 2006). It is estimated that the total carbon of prokaryotic cells worldwide corresponds to about 60% carbon estimated for plants (Whitman et al., 1998), evidencing the importance and efficiency of microorganisms in cycling and storage of this element in ecosystems. This efficiency is a result of the balance between bacterial production and respiration that varies widely among aquatic ecosystems. In general, only a very small fraction (< 30%) of the organic matter is converted to microbial biomass (Del Giorgio and Cole, 1998).


  Autochthonous and Allochthonous Sources


  The energy in food chains of aquatic ecosystems depends on sources of organic matter, both from allochthonous and autochthonous origin, and resources from allochthonous origin are considered essential for aquatic communities, because great part of consumers use the soil organic carbon and submerged letter as a food resources, among them bacteria and protozoa (Berggren et al., 2010), zooplankton (Cole et al., 2011), benthic invertebrates (Solomon et al. 2011) and fish (Weidel et al., 2008; Medeiros and Arthington, 2011; Solomon et al., 2011).


  Allochthonous resources can stem from vertical movements, i.e. through falling branches, leaves, flowers, fruit, peels and seeds, as from lateral movements comprising the input of organic matter deposited on the soil into aquatic systems through wind, rainfall, flooding, ground movement and other agents (Lamberti and Gregory, 2007). These sources provide a great part of energy and during dry periods frequently represent the main energy source for aquatic ecosystems (Trevisan and Hepp, 2007).


  Studies of the feeding of Characiformes have indicated that these are dependent on food derived from riparian vegetation and changes in the vegetation composition and structure can modify the food availability and hence the feeding habit of the species (Dufech et al., 2003). Other researches, have also pointed out that the allochthonous organic matter especially from the soil taken to the water, is an important food resource for fish (Pusey and Artington 2003; Melo et al., 2004; Weidel et al., 2008; Solomon et al., 2011). This occurs especially, in lotic ecosystems, and has been an important research issue for aquatic ecologists since the beginning of the last century. Only the Journal of the North American Benthological Society encompasses over 158 publications on the subject, since its creation in 1986 until 2010 (Tank et al., 2010).


  Autochthonous sources of organic matter include phytoplankton and especially aquatic macrophytes, which are very important in the decomposition stage, when there is transfer of carbon and nutrients to upper trophic levels (Cunha-Santino et al., 2008). Numerous studies have shown the importance of autochthonous sources for aquatic communities (Bunn et al., 2006, Medeiros and Arthington, 2011), highlighting those performed in the Orinoco River that showed that phytoplankton and periphyton were the major sources of carbon for invertebrates and fish (Lewis et al., 2001). Likewise, Araújo-Lima et al. (1986) observed that detritivorous fish of the Amazon River floodplain have used detritus derived from phytoplankton production.


  When examining the importance of carbon source, from allochthonous and autochthonous origin, for aquatic organisms, it was verified that in certain situations one becomes more important than the other (Table 1.).
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  Given this, it is important to take into account physical characteristics of water systems for this analysis. Trevisan and Hepp (2007) mentioned that in rivers with vegetated banks, the allochthonous material is the main energy source for aquatic communities, whereas the autochthonous represents in this case only a small part of energy of rivers with vegetated banks (Abelho, 2001). This is due to the shading of the river by the vegetation that reduces the penetration of solar radiation, reducing the aquatic primary production (Abelho, 2001; Graça and Canhoto, 2006; Hauer and Hill, 2007). However, as the order of the river increases, the input of allochthonous material reduces, prevailing thus the autochthonous primary production (Vannote et al., 1980).


  In this way, further studies are required to clarify under what conditions the input of organic matter depends on the allochthonous or autochthonous source, aiming to not only delineate their influence on the carbon cycle of aquatic food chains but also to protect, preserve and implement the biomass of aquatic organisms.


  Perspective on the Allochthonous Input in Aquatic Ecosystems


  Global environmental changes produce modifications in terrestrial vegetation, which affect diverse aquatic processes because the adjacent vegetation has direct influence on the functioning of these ecosystems (Fig. 1) (Kominoski and Rosemond, 2012).
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  A basic principle for dynamic changes is the increase in atmospheric CO2 that stimulates the terrestrial primary production and consequently increases the availability of detritus for aquatic ecosystems (Norby et al., 2010). Nevertheless, probably there is also a reduction in the quality of this resource due to the production of secondary compounds (Adams et al., 2003; Adams et al., 2005). These compounds can speed up or slow down the decomposition (Rodrigues, 2006). In this case, the terrestrial primary production can present a greater number of rapid-growth species, predominating vegetation with high photosynthetic efficiency, leading to a significant decrease in the species number, making the ecosystem functionally simple, with few links in trophic chains.


  Another effect is due to human activities that change the riparian vegetation or the channel morphology. These activities increase the atmospheric CO2 that affect the aquatic biota owing the high transport of sediment, reduction in allochthonous material, increased temperature and reduced habitat diversity (Poff et al., 2007; Estes et al., 2011).


  It has been predicted that food webs of riverine systems will have a low flow rate of permanent organic matter and the detritus quality will be balanced by the carbon lability and amount of nutrients in the ecosystem, environments with high carbon turnover rate will predominate on microbial processes (Kominoski and Rosemond, 2012). Authors still report the importance of future studies to quantify and analyze the basis of the organic matter, and to determine different effects of global changes on allochthonous resources and on microbial processes and adaptations. For this, they predict the importance to associate the community structure with nutrient availability and climatic variations.


  In this way, stands out the relevance of flooding areas as ecosystems with significant input of organic matter owing to the inherent feature of seasonal floods. These environments are dynamic and rich in species diversity, and although there are many studies addressing that their preservation also suffer a strong anthropogenic influence, reflected on biotic communities.


  Currently there are numerous scientific studies in floodable environments that show the concern on the effect of human activities (Kominoski and Rosemond, 2012). These effects lead to environmental changes that modify the terrestrial vegetation, and promote the increase in atmospheric CO2. This fact influences the dynamics of organic matter and consequently the quantity and quality of allochthonous matter for aquatic communities.


  Microbial Biomass of Soil and Sediment


  The microbial biomass of soil or sediment is defined as the living fraction of organic matter, excluding plant roots and animal larger than 5 x 10-3μm3, and contributes with 2-5% organic carbon (Jenkinson and Ladd, 1981), besides being an important pool of nutrients for the plants (De-Polli and Guerra, 1996).


  In aquatic environments, microorganisms inhabit all surfaces and in low order rivers, the microbial biomass of sediment exceeds the planktonic microbial biomass, but the microbial contribution for the energy flow can change according to seasons (Edwards et al., 1990). For Findlay et al., (2002), in aquatic environments, the accumulation of organic matter in the sediment shelters a high amount of microbial biomass (100-500 mg microbial Cm-2).


  The microbial community is known by its ability to decompose organic matter, with a key role in nutrient cycling (Lindemann, 1942; Begon et al., 1996). Meantime, in recent decades it has been assumed that the microbial components play a relevant role in the food webs (Azam et al., 1983, Tranvik, 1989a). Several studies have observed that the biomass and production of microorganisms can be greater than of phytoplankton (Hessen, 1985; Simon et al., 1992; Abreu et al., 1992), and that the carbon flow via microbial trophic interactions can explain the high secondary productivity in ecosystems rich in humic compounds (Edwards, 1987; Tranvik, 1989a).


  The participation of microorganisms in the surroundings of aquatic ecosystems in the secondary production can be by up to eight times more than the phytoplankton primary production (Tranvik, 1989b).


  The importance of microbiota in aquatic ecosystems is noted, but owing methodological difficulties little is known about microorganisms. However, in recent years ecologists have searched new methods applicable to the microbiota, among them the use of stable isotopes combined with chloroform fumigation-extraction. These tools have been frequently, used in ecology, in the rhizosphere of plants, aiming to estimate and evaluate the microbial biomass (Werth and Kuzyakov, 2009; Werth and Kuzyakov, 2010). Other studies have employed crops and vegetal covers to investigate changes in microbial biomass of soils and to determine how the quality and quantity of vegetation can affect the microorganisms of soil and consequently the carbon turnover (Jin et al., 2010), as well as to examine the impacts caused by preparation systems of soils (Cunha et al., 2012).


  QUANTIFICATION OF MICROBIAL BIOMASS IN THE DETRITUS

  The use of Stable Isotopes


  The conception on the direct contribution of microbial biomass for food chains underwent significant changes over the last 25 years. Nowadays, the question is no longer about the importance of microorganisms in nutrient cycling, but to ask about when, where and why the microbial contribution is so relevant to higher trophic levels (Findlay, 2010).


  The first experimental demonstration on the possibility of microorganisms to play a fundamental role in the flow of food webs was developed over 40 years ago by Kaushik and Hynes (1971). The authors observed that the growth of fungi on leaf litter accounted for a significant increase in the quality of this resource. Furthermore, they concluded that the microbial growth in the litter was the main prerequisite for its use by consumers and that the microbial biomass was essentially the only comestible part derived from the leaf litter.


  In the same context, Cummins (1974) drew an analogy Peanut butter and crackers when suggested that the microbial biomass is the peanut butter and the substrate leaves are an indigestible cracker. This effective analogy led to a paradigm widely accepted in scientific circles that only microorganisms were available for consumers and the contribution of leaves was insignificant.


  Many studies have shown the relationship between the microbial colonization and the nutritional quality of the food (Arsuffi and Suberkropp, 1984; Lawson et al., 1984; Graça et al., 2001). Nevertheless, responses related to the microbial importance vs. the substrate, the leaves in this case, became more complex. Once estimated the microbial biomass, it was possible to determine this relationship (Findlay et al., 1986). For Methvin and Suberkropp (2003), the microbial biomass carbon in the detritus was only a small percentage of the leaf mass. Thus, the absolute mass of the substrate is much greater than the mass of the microbial carbon, in this case, the leaf mass contributed more as food for the consumer. However, the assimilation efficiency of the microbial carbon cold be higher than that obtaining through the plant substrate.


  The microbiota play a clear relevant role in the alteration of the nutritional quality of the detritus, generating several ecological effects, besides its contribution to the carbon requirement by consumers. Aquatic hyphomycetes fungi, for example, present different capacities to degrade polymers in leaves (Arsuffi and Suberkropp, 1984). Moreover, they can raise the palatability of submerged plant substrate for detritivorous organisms (Bärlocher, 1992).


  This basic observation that consumers of leaf detritus prefer attached microorganisms was confirmed in several studies. Thus, detritus with high microbial biomass can be considered as a resource with high nutritional values not only as storage of microbial carbon (Findlay, 2010).


  Studies showed that benthic algae could disproportionately contribute to upper trophic le vels (McCutchan and Lewis, 2002). This study was conducted with stable isotopes, consi dered a fundamental tool to measure the relative contribution of resources, both from allochthonous and autochthonous origin, which maintain the aquatic food chain and could not be evaluated only from the carbon of the organic matter (Carpenter et al., 2005).


  Then, a safe way to identify the importance of these items is to follow the matter flow in food chains using stable isotopes (Kling et al., 1992; France and Peters, 1997), which considers that the stable isotope 13C is passed along the food chain, indicating that the consu mer isotopically reflects its diet (DeNiro and Epstein, 1978; Martinelli et al., 1988).


  Current isotopic studies have discussed about what carbon source, autochthonous or allochthonous, has contributed more for the feeding of the American detritivorous fish Dorosoma cepedianum (Lesueur, 1818), popularly known as gizzard shad. The authors observed that the autochthonous resources were responsible for most of production of the detritivorous (Babler et al., 2011). Researchers comment that this species uses both food sources, but at different proportions. The study verified that Dorosoma cepedianum uses more than 50% autochthonous resources, and approximately 15% of its production is maintained by allochthonous sources. In other studies, the preferential item of this fish species was detritus with high concentration of carbon and nutrients, and indirectly ingested particles including detritus from terrestrial plants and directly ingested algae and heterotrophic bacteria (Smoot and Findlay, 2010).


  On the other hand, Zeug and Winemiller (2008), using 13C isotopic signatures, have shown that allochthonous detritus were responsible for over 80% biomass of Dorosoma cepedianum in main channels of the Brazos River, and both autochthonous and allochthonous resources have similarly contributed in the floodplain system of this area. The authors related this result to the hydrology, because according to Wetzel (1990), the proportion of terrestrial inputs is more intense in floodable areas, while the autochthonous production is higher in rivers.


  Given these controversies, the authors suggest that future studies should employ an eco-hydrological approach that quantifies the magnitude of these subsidies, as well as the access routes to aquatic consumers, in different sizes of watersheds and land uses.


  The Extraction of Microbial Carbon


  Among methods combined with stable isotopes is the chloroform fumigation-extraction, which consists in the quantification of microbial biomass of soils and sediments. Vance et al., (1987) affirmed that it is possible to estimate the carbon contained in the microbial biomass and mentioned that it is proportional to the increase of organic carbon extracted from the soil after chloroform fumigation.


  The determination of microbial biomass of soil or sediment is not an estimate of microorganism activity but of the total living microbial biomass of the soil, considered an indicator sensitive to the changes in the organic matter storage (Sparling and Ross, 1993; Matsuoka et al., 2003). This occurs especially in environments under human influence (Insam and Domsch, 1988; Matsuoka et al., 2003).


  The evaluation of the microbial biomass of soil is considered an ecological parameter, because it obtains rapid information on the organic changes of soil and allows detecting changes caused by cultivations or deforestations, and measures the soil restoration after removing the surface layer, and evaluated the effects of pollutants (Frighetto, 2000). Moreover, in the floodplain, it is essential to know the origin of carbon sources, because these data can contribute with information about the resources that compose the organic matter and detritus available to food chains. Among the studies on the microbial biomass of soil and sediment, we highlight the use of δ13C, the fact that the bodies reflect, isotopically, its carbon source (DeNiro and Epstein, 1978; Peterson and Fry, 1987). Thus, the composition of the microbiota δ13C indicates the origin of the carbon assimilated by it, revealing the origin of the sources that make up the substrate for microbial production (Peterson and Fry 1987; Pelz et al., 1998; Boschker and Middelburg, 2002), and therefore, the detritus that will be used by detritivorous fish.


  The quantification of the percentage of microbial carbon (Cmic) relative to the total organic carbon allows monitoring the disturbances caused by the ecological imbalance, through variations in organic matter. When this ratio increases or decreases rapidly, it is observed instability of the organic matter, may be an increase or a reduction of organic matter of the soil. On the other hand, with a constant ratio, a new balance is reached by this ecological system (Anderson and Domsch, 1989).


  Thus the microbial biomass of soil or sediment can be estimated by the concentration of the microbial carbon (Cmic) which is calculated as the difference of the carbon extracted (CF) from the fumigated soil and that of the soil not fumigated (CNF), using the following equation (Vance et al., 1987).
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  Where for the KCE (extraction coefficient) is used the value of 0.45, according to Wu et al., (1990) and is presented per gram of dry weight.


  These tools are widely applied in ecology primarily because the values of microbial carbon and isotopic values of microbial mass enable to identify changes in soils and sediments, long before detecting through physical and chemical alterations (Brookes et al., 1982).


  From obtaining the carbon of microbial biomass, it is also possible to determine the isotope value, δ13C, but is necessary to calculate the mass balance according to the equation (Werth and Kuzyakov, 2009)
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  In this way, we can obtain both the value of microbial carbon and, using the stable isotopes of 13C, the isotopic value of microbial biomass, can address the trophic role of microbial carbon which are essential for ecological studies and for monitoring and application of models (Leal and De-Polli, 1999; Turner et al., 2001; Wang et al., 2003; Caraballo et al., 2012).


  FINAL CONSIDERATIONS


  Considering the above exposed, information about the microbial biomass are fundamental for ecological studies. In recent years, studies at the level of natural microbial communities have revolutionized the microbial ecology and this fact has allowed more accurate identification of organisms that were previously considered as small dots in the microscope.


  For many years, ecological studies have assigned to the macrobiota the role of just decomposers of organic matter, but in recent years microorganisms, have been considered, essential for the energy flow in aquatic ecosystems.


  Therefore, microorganisms have been the subject of diverse studies. According to the Web of Science® the number of articles in ecology related to microorganisms has increased significantly in the last decades. A research using the combination of the terms microbial biomass and ecology listed 687 articles published between 1990 and 2011.


  These data show a significant increase in number of microbial ecological studies. This is especially due to the emergence of new techniques and methods that provided new perspectives in researches on diversity and function of microbial communities in aquatic environments.


  Currently, researchers have stated that although challenging, microbial studies are no longer limited by methodological difficulties, and is relevant the inclusion of microorganisms in discussions on ecological subjects. Thus, current and future studies will enable a greater understanding of the role played by microbial processes in aquatic ecosystems.
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  RESUMEN


  A escala mundial, la isquemia cerebral constituye una de las principales causas de muerte, por lo que los modelos animales de isquemia cerebral son extensamente usados tanto en el estudio de la pato-fisiología del fenómeno isquémico; como en la evaluación de agentes terapéuticos con posible efecto protector o regenerador. Los objetivos de este estudio fueron examinar la presencia de daño neuronal en diferentes áreas cerebrales como consecuencia del evento isquémico; así como evaluar consecuencias de este proceder sobre los procesos de memoria-aprendizaje. Los grupos de estudios incluyeron un grupo experimental de animales isquémicos, 30 ratas a las que se les ocluyó ambas arterias carótidas comunes, y un grupo control. Fue evaluada la expresión de genes isquémicos e inflamatorios por técnicas de qPCR 24 horas post lesión, la morfología del tejido cerebral en áreas de corteza, estriado e hipocampo, siete días post lesión y los procesos de memoria y aprendizaje, 12 días post lesión. Los estudios morfológicos evidenciaron que el proceder induce la muerte de poblaciones celulares en corteza, estriado e hipocampo; la isquemia modificó la expresión los genes gfap, ho-1, il-6, il-17 e ifn-γ, lo cual puede ser utilizado como un marcador de proceso isquémico temprano. Adicionalmente, el daño isquémico causó un deterioro en la memoria espacial. Esta caracterización nos permite contar con un modelo experimental donde desarrollar futuros estudios sobre la patofisiología de los eventos isquémicos y la evaluación de estrategias terapéuticas.


  Palabras clave: genes, hipoxia-isquemia cerebral, interleucinas, memoria, modelos experimentales.


  ABSTRACT


  Cerebral ischemia is a major cause of death, for this reason animal models of cerebral ischemia are widely used to study both the pathophysiology of ischemic phenomenon and the evaluation of possible therapeutic agents with protective or regenerative properties. The objectives of this study were to examine the presence of neuronal damage in different brain areas following the ischemic event, and assess consequences of such activities on the processes of memory and learning. The study group included an experimental group ischemic animals (30 rats with permanent bilateral occlusion of the carotids), and a control group. Was evaluated gene expression and inflammatory ischemic by qPCR techniques 24h post injury, brain tissue morphology in areas of cortex, striatum and hippocampus seven days post injury and processes of memory and learning, 12 days post injury. The morphological studies showed that the procedure induces death of cell populations in cortex, striatum and hippocampus, ischemia modified gfap gene expression and ho, il-6, il-17 and ifn-γ, which can be used as a marker of early ischemic process. Additionally, the ischemic injury caused spatial memory decline. This characterization gives us an experimental model to develop future studies on the pathophysiology of ischemic events and assessing therapeutic strategies.


  Keywords: brain hypoxia-ischemia, experimental animal models, gene expression, interleukin, memory.

  


  INTRODUCCIÓN


  A escala mundial, la isquemia cerebral constituye una de las principales causas de muerte. Sin embargo, no es necesariamente mortal, a excepción de los casos más severos. Con frecuencia los pacientes sobreviven después de un accidente vascular encefálico, pero muchos de ellos con secuelas importantes, lo cual hace que ésta sea la enfermedad neurológica más comúnmente causante de discapacidad y de hospitalización (Howells y Donnan, 2010). El evento isquémico se produce debido a la oclusión de una arteria, lo que provoca una disminución del flujo sanguíneo cerebral en la zona irrigada por la arteria ocluida. Poco después de la isquemia, señales moleculares tales como antígenos derivados del cerebro, citoquinas y quimoquinas son liberadas, activando los astrocitos y la microglía (An et al., 2013). Igualmente, se liberan patrones moleculares asociados a peligro (DAMP, danger-associated molecular patterns), los cuales incrementan la inflamación en la zona dañada, estimulando directamente la producción de mediadores inflamatorios derivados de la glía (Savage et al., 2012).


  Los modelos animales de isquemia cerebral son extensamente usados tanto en el estudio de la patofisiología del fenómeno isquémico, como en la evaluación de agentes terapéuticos. Existen dos tipos básicos de modelos animales de isquemia cerebral: los que reproducen la isquemia global y los que simulan la isquemia focal. El modelo de oclusión permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC) en ratas, reproduce el evento isquémico en etapas tempranas cuando la hipoperfusión cerebral resulta crónica (Farkas et al., 2007). La OPACC induce alteraciones morfológicas tanto en la sustancia gris como en la sustancia blanca. Se ha constatado una pérdida neuronal asociada a la corteza, el estriado y al hipocampo dos semanas posteriores a la oclusión. La disminución en las concentraciones de oxígeno tisular que acompañan a la isquemia cerebral estimula la expresión de genes involucrados en mecanismos excitotóxicos, inflamatorios, apoptóticos y neuroprotectores, por lo que puede resultar tanto en muerte como en recuperación celular. Aumentos en la expresión de genes pueden ser detectados a pocos minutos del comienzo del evento isquémico (Nagel et al., 2012). La variación en la expresión de los genes juega un papel principal en los procesos de recuperación después del evento isquémico. La isquemia induce la expresión de genes involucrados en la muerte celular apoptótica, lo cual puede aumentar el daño al tejido cerebral (Davila et al., 2012). La variación en el nivel de expresión de estos genes durante la fase temprana del evento isquémico, o isquemia aguda, puede ser utilizada como marcador de hipoperfusión cerebral y neuroinflamación. Por otro lado, la formación hipocampal, que incluye a las áreas CA3 y CA1, participa en la formación de la memoria. Esta área cerebral se ha visto particularmente afectada en el modelo de OPACC en ratas. Se ha sugerido que la hipoperfusión cerebral crónica ocasiona daños cognitivos y que la severidad de la alteración conductual está relacionada con la magnitud de la reducción del flujo sanguíneo.


  El propósito de este estudio estuvo dirigido a examinar la presencia de daño neuronal en diferentes áreas cerebrales como consecuencia del evento isquémico inducido por la oclusión de las arterias carótidas comunes; así como evaluar consecuencias de este proceder sobre los procesos de memoria-aprendizaje. Está caracterización permitirá contar con un modelo experimental donde desarrollar futuros estudios sobre la patofisiología de los eventos isquémicos y la evaluación de estrategias terapéuticas.


  MATERIALES Y MÉTODOS

  Animales de experimentación


  Se utilizaron ratas machos adultas Wistar, con pesos entre 280 g y 300 g al inicio del experimento, provenientes del Centro Nacional de Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB), Ciudad de La Habana, Cuba. Los animales fueron mantenidos en cajas plásticas traslúcidas a una temperatura media de 23 #ºC (22 ± 2 #ºC), con suministro de alimentos y agua ad libitum y períodos de luz y oscuridad de 12 horas. Las ratas fueron mantenidas en grupos de cinco por caja. En este estudio se respetaron todas las normas establecidas en el código para la ética de la experimentación animal, siguiendo las recomendaciones del "Guide to the care and use of experimental animals. National Institute of Health-NIH Publication. No. 85-23" (Canadian Council, 1993). Se contó con la autorización del Comité de Ética Médica del Centro Internacional de Restauración Neurológica.


  Criterios de exclusión


  Fueron excluidos del experimento aquellos animales, pertenecientes a cualquiera de los grupos experimentales, que mostraron en cualquier momento: infecciones severas, lesiones en los ojos que les dificulten la visión o atrofia marcada de alguna extremidad aislada.


  Inducción de la hipoperfusión cerebral


  Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla que contenía: Ketamina, Diazepán y Atropina (100 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal) por vía intraperitoneal. Se practicó una incisión en el cuello y se separaron las arterias carótidas comunes de los tejidos adyacentes y del nervio vago. A continuación se ligaron con hilo de sutura de seda de 3,0 de forma permanente. Los animales controles falsos lesionados (n=19) se sometieron al mismo procedimiento quirúrgico, excepto que no se les realizó la oclusión permanente de las arterias carótidas (OPACC).


  Estudio de expresión de genes


  Para estudios de expresión de genes los animales fueron eutanizados 24 horas posteriores a la oclusión de las carótidas. Las áreas cerebrales, fueron disecadas (OPACC n=3, SHAM n=3) y almacenadas a -20 °C hasta su posterior homogenización. La extracción de ARN total a partir del homogenizado de tejido se llevó a cabo con TRIZOL (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Se sintetizó el ADN complementario a partir de 1 µg de ARN total (High Capacity cDNA Archive Kit), siguiendo las instrucciones del fabricante. En el qPCR se realizaron tres réplicas por gen. Todos los pasos técnicos fueron ejecutados acorde a las guías de Información Mínima para Publicaciones de Experimentos de qPCR (Bustin et al., 2009). Los oligonucleótidos específicos de cada gen fueron diseñados por un tamizaje en silico, utilizando el algoritmo de alineamiento BLAST (Tabla 1), y fueron usados a una concentración de 300 mM (Metabion, Martinsried, Germany). Fast SYBR Green PCR Master Mix fue usado como sistema de detección en el Light Cycler 480 Fast Real-Time PCR (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) (Lech et al., 2010). El control de la reacción consistió en agua bidestilada, la cual resultó negativa para los genes de interés y para el gen de expresión constitutiva. Los datos fueron calculados como unidades de expresión normalizada de la media (MNE) con el software Q-Gene (Muller et al., 2002; Simon, 2003). El gen de referencia usado para la cuantificación relativa fue el peptidil-prolil cis-trans isomerasa A (PPIA, también conocida como ciclofilina A) (Lofqvist et al., 2009). Los resultados se muestran como porciento del grupo control.
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  Evaluación del daño celular


  Animales con lesión inducida por OPACC (n=10) y falsos lesionados (n=4) fueron sacrificados siete días después de inducida la hipoperfusión cerebral. Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla que contenía Ketamina, Diazepán y Atropina (100 mg/kg de peso corporal, ip). Los cerebros fueron perfundidos con 250 mL de una solución de cloruro de sodio al 0,9 % y 250 mL de formol al 10 % (en agua destilada). Los cerebros fueron seccionados y colocados en un procesador automático de tejidos (HISTOQUINET). El tejido se deshidrató en soluciones de alcoholes de gradación ascendente, la desalcoholización se realizó con xilol y luego el tejido fue infiltrado en parafina. Se obtuvieron secciones coronales de 6 micras que se tiñeron con hematoxilina-eosina.


  Evaluación en el laberinto acuático de Morris


  Fue evaluado el desempeño de los animales pertenecientes a ambos grupos experimentales: Grupo con lesión OPACC (n=15) y control falso lesionado (n=10); en el Laberinto Acuático de Morris (LAM), 12 días posteriores a la lesión. Para el análisis fueron tenidas en cuenta el tiempo que demoran los animales en localizar una plataforma transparente de 11 cm de diámetro dentro del tanque (latencia de escape); la distancia recorrida y el tiempo de permanencia en los bordes del tanque (tigmotaxia). La plataforma fue ubicada 1 cm por encima de la superficie del agua (plataforma visible) o sumergida 1 cm por debajo (plataforma oculta), en una piscina circular de 1,5 m de diámetro y una altura de líquido de 40 cm. El tiempo máximo de búsqueda que se permitió fue de 60 s. Una vez que el animal encontró la plataforma se le permitió permanecer en ella durante 30 s antes del siguiente intento. Los datos fueron adquiridos y procesados con el programa SMART versión 2.0 (Copyright Panlab, 2001).


  Los primeros tres días los sujetos experimentales fueron sometidos a ocho ensayos con la plataforma sumergida (no visible) ubicada en la región suroeste del tanque. El cuarto día se realizaron cuatro ensayos bajo idénticas condiciones que los días anteriores y un quinto en el que se retiró la plataforma y se contó el número de veces, que el animal pasaba por la zona donde se encontraba la plataforma (cruces). El quinto y último día de evaluación se realizaron ocho intentos, al igual que en los tres primeros días, pero con la plataforma visible.


  Análisis estadístico


  Toda la información fue recogida y procesada mediante el software profesional Statistica para Windows. Versión 6,0 Copyright Statsoft, Inc. 1996. Se verificó la distribución normal mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza por la prueba de Levene, en los casos en que esta se cumplía se utilizó la prueba t de Student para las comparaciones entre grupos. Los datos obtenidos de la evaluación conductual fueron comparados mediante un análisis de varianza de clasificación doble con mediciones repetidas (ANOVA). En estos casos, los factores tenidos en cuenta fueron: grupo y bloques. En todos los casos se consideraron significativas diferencias en las que el valor de p fue menor o igual a 0,05. Los resultados se presentaron en forma de gráficas confeccionadas mediante el programa Prism versión 3.0 de Graph Pad Software Inc.


  RESULTADOS


  De un total de 30 animales trabajados sobrevivieron 26, lo que representa un 86,66 % de supervivencia.


  Evaluación del daño celular


  En todas las regiones cerebrales analizadas (corteza, cuerpo estriado e hipocampo) de los animales con OPACC, se pudo observar (Fig. 1) la presencia de núcleos picnóticos, fundamentalmente en cuerpo estriado y corteza.
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  Expresión de genes


  La expresión de cinco genes diferentes fue evaluada pasadas 24 horas de la oclusión permanente de las arterias carótidas. Las figura 2 muestra como se comporta la expresión de estos genes en diferentes áreas del cerebro: corteza anterior, hipocampo, y bulbo olfatorio. Los valores son relativos al gen de expresión interna peptidilprolil isomerasa A (ppia).
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  Se encontró un incremento significativo en los niveles de expresión de gfap en corteza anterior (t=10,17 df=8) y bulbo olfatorio (t=7,211 df=12); mientras que en el hipocampo estos valores se encontraron significativamente disminuidos (t=4,467 df=11).


  La determinación de la expresión del gen ho-1 fue utilizada en nuestro trabajo como un marcador de la presencia de un proceso isquémico agudo. El gen ho-1 (Fig. 3) no mostró diferencias significativas, entre el grupo falso lesionado y el grupo con OPACC, en el bulbo olfatorio (t=0,9288 df=12). Sin embargo, en el área de corteza se observó un incremento significativo en su expresión (t=9,267 df=10) y el hipocampo una disminución de esta (t=4,038 df=12).
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  El gen correspondiente a IL-17 (Fig. 2) mostró aumentos significativos en su expresión en todas las áreas estudiadas de los animales sometidos a daño isquémico (corteza: t=61,98 df=10; hipocampo: t=9,488 df=9; bulbo olfatorio: t=11,14 df=10). Igual comportamiento fue observado para el gen correspondiente a IL-6 (corteza: t=4,866 df=10; hipocampo: t=12,15 df=10; bulbo olfatorio: t=19,07 df=10)


  El último gen en analizar fue el ifn-g (Fig. 2), el cual mostró un incremento significativo en las áreas de corteza (t=4,818 df=10) y bulbo olfatorio (t=7,581 df=10); sin diferencias entre los dos grupos en el área de hipocampo (t=0,6736 df=10).


  Estudio conductual


  Doce días posteriores a la lesión, la capacidad de memoria y aprendizaje de los animales fue evaluada. Los primeros cuatro días del esquema conductual (plataforma oculta) evaluaron la memoria a largo plazo (Fig. 3), mientras que en el quinto día (plataforma visible) fue evaluado el déficit sensorio-motor y motivacional provocado por la lesión (Fig. 4).
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  La figura 3a muestra la distancia recorrida por los animales antes de encontrar la plataforma. Es notable como existe una diferencia significativa entre el grupo lesionado con OPACC y el grupo falso lesionado. Es decir, a medida que los animales repiten los intentos, los que pertenecen al grupo falso lesionado establecen estrategias de búsqueda de la plataforma más cortas, con lo que disminuyen la distancia recorrida con respecto a aquellos animales que pertenecen al grupo con OPACC.


  En la figura 3b se muestra como se comporta la tigmotaxia en los dos grupos. Se puede observar que los animales con OPACC demoran significativamente más tiempo nadando por el borde de la piscina que los animales controles falso lesionado. En la figura 3c se muestra que los animales con OPACC se demoran significativamente más tiempo en encontrar la plataforma una vez que han sido puestos en la piscina.


  Por último, se observa una disminución significativa en el número de cruces por la zona de la plataforma de los animales lesionados con respecto a los controles falsos lesionados.


  La figura 4 muestra como, a partir del cuarto intento, la diferencia entre los animales falsos lesionados y los animales con OPACC empieza a ser significativa. De manera que, aún con plataforma visible, los animales con OPACC demoran más tiempo en encontrarla que los animales falsos lesionados. Siendo la diferencia doblemente significativa en el sexto y octavo ensayo.


  DISCUSIÓN


  En sentido general los animales sometidos a hipoperfusión cerebral mostraron signos de daño tisular en áreas de corteza cerebral anterior, hipocampo y estriado. La isquemia mantenida modificó la expresión de los genes gfap, ho-1, il-6, il-17 e ifn-γ, lo cual puede ser utilizado como un marcador de proceso isquémico temprano. Adicionalmente, el daño isquémico causó un deterioro en la memoria espacial de los animales estudiados.


  Evaluación del daño celular


  Los signos más evidentes de neurodegeneración son la pérdida de neuronas y de contactos sinápticos. La muerte neuronal que induce la hipoperfusión cerebral puede ser visualizada con tinciones tradicionales como hematoxilinaeosina, cresil de violeta o tuolidina azul (Farkas et al., 2007).


  Los resultados muestran que, pasada una semana de la oclusión de las arterias carótidas comunes, hay daños notables en las tres áreas cerebrales estudiadas. Esto puede ser la expresión morfológica de que está ocurriendo un proceso necrótico en el tejido, debido a la falta de ATP. Estos resultados concuerdan con varios trabajos publicados (Liu et al., 2007; Kim et al., 2008; Vicente et al., 2009), que muestran que una hora después de la oclusión de ambas carótidas hay una evidente degeneración neuronal en las áreas de hipocampo y corteza; y pasadas seis horas, se puede observar como en corteza, estriado e hipocampo se desarrolla una necrosis vacuolar (Fu et al., 2006). El hipocampo es, por muchas razones, la región cerebral más utilizada para el estudio de la neurodegeneración inducida por la hipoperfusión cerebral, está altamente involucrado en el aprendizaje espacial y en la memoria (Bergado et al., 2011). Por esta razón, el daño neuronal en esta región y la dificultad en el aprendizaje espacial observada en esta lesión, podrían estar relacionado. Finalmente, el hipocampo, particularmente la región CA1, es una de las áreas cerebrales más sensibles a la isquemia (Farkas et al., 2007).


  La isquemia cerebral modifica la expresión de genes


  En el Sistema Nervioso Central (SNC), la reducción del flujo sanguíneo conlleva a que se produzcan cambios bioquímicos inmediatos. Los genes que aumentan, o disminuyen, su expresión durante la hipoperfusión cerebral, no solo están relacionados con la isquemia per se, sino también con la inflamación que desencadena la muerte necrótica, característica de la fase aguda de la isquemia cerebral. La GFAP es un importante biomarcador para la isquemia y las lesiones traumáticas cerebrales. Es producida casi exclusivamente por los astrocitos, de manera que es utilizado como marcador específico del cerebro (Schiff et al., 2012). El análisis de la variación en la expresión de gfap en la isquemia aguda (Fig. 2) mostró que, pasadas 24 horas de la lesión, los niveles de gfap en los animales con OPACC aumentaron significativamente en corteza y bulbo olfatorio y disminuyeron en el hipocampo.


  Las hemo-oxigenasas (HO) son las enzimas responsables de degradar el grupo hemo, dando como productos los pigmentos biliares y el monóxido de carbono. El monóxido de carbono, entre otras funciones, tiene la capacidad de relajar el músculo liso y bloquear la agregación plaquetaria (Fu et al., 2006). Por estas razones, se ha sugerido que las HO, específicamente HO-1, juegan un papel importante en la protección contra la isquemia cerebral (Bidmon et al., 2001; Choi et al., 2002). Un estudio publicado por Fu et al., (2006) muestra que, en las primeras etapas de isquemia cerebral, se puede detectar expresión del ARN mensajero de ho-1 en corteza e hipocampo. Según este estudio, el transcripto puede ser detectado una hora después de la oclusión, aumenta su expresión rápidamente con un pico a las 12 horas y después disminuye gradualmente hasta el día siete después de la lesión. Al analizar la variación en la expresión del gen ho-1 (Fig. 2), los resultados de este trabajo muestran que, pasadas 24 horas del evento isquémico solo en la corteza se observa un aumento estadísticamente significativo en el grupo con OPACC. El hecho de que se sugiera que un aumento en la expresión de ho-1 puede proteger las neuronas del daño isquémico (Nimura et al., 1996), nos apunta a que las regiones de hipocampo y bulbo olfatorio son las más dañadas por la lesión.


  La isquemia cerebral está asociada con un mecanismo inmune que intensifica la reacción inflamatoria y participa en la progresión del daño cerebral. Las células inflamatorias y las citoquinas desempeñan un papel clave en los procesos de daño neuronal (Li et al., 2005). Crecientes evidencias indican que las citoquinas están involucradas en el inicio y desarrollo de la isquemia cerebral (Li et al., 2001; Offner et al., 2009; Wang et al., 2009). La interleuquina-6 es una citoquina con varios efectos perjudiciales que pueden contribuir a una lesión inflamatoria temprana en el cerebro (Jordán et al., 2008). En este trabajo se muestra que en las áreas estudiadas hay un aumento significativo de la expresión de il-6 (Fig. 2) en los animales lesionados con respecto a los animales falsos lesionados. En un estudio realizado por Wang et al., (1995) demuestran que en corteza cerebral de ratas isquémicas hay un aumento significativo de la expresión del ARN mensajero de IL-6 a partir de las tres horas post isquemia, lo cual se mantiene 24 horas después de la lesión (Wang et al., 1995). Hasta donde se conoce, no hay trabajos publicados que estudien los niveles de expresión de il-6 en bulbo olfatorio. En el caso de hipocampo es diferente, ya que esta área es una de las más afectadas, y por tanto, más estudiada en el modelo de hipoperfusión cerebral (Farkas et al., 2007; Vicente et al., 2009; Yasuda et al., 2011). Un estudio publicado por Yasuda et al., (2011) muestra que, a las 24 horas de la hipoperfusión cerebral, los niveles de ARN mensajero de IL-6 en el hipocampo eran significativamente mayor en el grupo lesionado que en el grupo con falsa lesión. Diferentes estudios sugieren que IL-6 tiene efectos perjudiciales en la isquemia cerebral (Jordán et al., 2008).


  La interleuquina-17 es conocida como una citoquina pro-inflamatoria, debido a que estimula la liberación de muchos mediadores de la inflamación como la IL-6 e IL-8 (Wang et al., 2009). Sin embargo, poco se conoce acerca de los cambios en la expresión de il-17 en el curso de la isquemia cerebral, especialmente en humanos (Li et al., 2005). Algunos estudios indican que IL-17 aumenta en los hemisferios isquémicos, después de la oclusión permanente de la arteria cerebral media en ratas (Li et al., 2001; Guozhong et al., 2002; Li et al., 2005). Eso sugiere que la IL17 puede jugar un papel importante en el daño cerebral isquémico. Los resultados muestran que, la expresión de il-17 (Fig. 2) se incrementó en los animales con OPACC. La mayor parte de los trabajos que estudian la expresión de la IL-17 en el tejido cerebral isquémico plantean que, los niveles de ARN mensajero de IL-17 pueden ser detectados desde una hora hasta seis días post-lesión (Li et al., 2001; Li et al., 2005; Wang et al., 2009). Según lo propuesto en la literatura, IL-17 juega un papel importante en la etapa tardía del daño cerebral, y se ha sugerido que tiene un patrón de expresión tardío en la isquemia cerebral (Li et al., 2001). Hasta donde conocemos, no hay ningún reporte del estudio de la expresión de il-17 en diferentes áreas del cerebro.


  La presencia del interferón gamma en el parénquima cerebral normal, está asociado a la inducción y el empeoramiento de la patología (Lambertsen et al., 2004). Los resultados de este trabajo muestran que, solamente en la corteza cerebral y el bulbo olfatorio, hubo variación significativa en la expresión genética del IFN-g (Fig. 2). Lambertsen et al., (2004) plantean que los efectos proinflamatorios del IFN-g pueden estar debido al efecto secundario de esta citoquina sobre las células micro- y astrogliales y la infiltración leucocitaria, más que a efectos directos del IFN-g actuando sobre las neuronas dañadas.


  Proceso de aprendizaje y memoria


  La evaluación de la eficacia terapéutica sobre el déficit cognitivo en modelos experimentales resulta crítica para las investigaciones clínicas. El aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y retener asociaciones características del ambiente, lo que permite al organismo desenvolverse en el espacio (Vicens et al., 2003). En la memoria espacial intervienen múltiples mecanismos especializados en codificar, almacenar y recuperar información acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales (Kessels et al., 2001).


  Los animales pueden usar, básicamente, tres tipos diferentes de estrategias para escapar a la plataforma durante los ensayos de nado (Brandeis et al., 1989). Pueden utilizar una secuencia de movimientos aprendidos para alcanzar la plataforma (estrategia de praxia); pueden acercarse a la plataforma siguiendo señales proximales (estrategia de taxia); o pueden desplazarse hacia la plataforma siguiendo información sobre la ubicación de esta dentro de la configuración espacial de señales distales (mapeo o estrategia espacial). Adicionalmente un sujeto experimental puede utilizar más de una estrategia de búsqueda para localizar la plataforma.


  Todos los animales en los primeros segundos de la prueba nadan pegados a las paredes lo cual es una conducta instintiva que se conoce como tigmotaxia, pero que los animales sanos jóvenes abandonan rápidamente para establecer una estrategia de búsqueda más eficiente, esto es considerado por varios autores como un aprendizaje instrumental (Morris et al, 1986). El presente estudio demuestra que el daño cerebral producido por la oclusión de ambas carótidas causa una afectación importante de la memoria espacial, lo cual puede ser estudiado de manera sensible a través de la prueba en el Laberinto Acuático de Morris. Estos resultados pueden deberse, al menos en parte, a la incapacidad de las ratas lesionadas para iniciar nuevas estrategias de búsqueda, lo cual ha sido reportado después de lesiones corticales (Shear et al., 2010). Un apoyo a esta hipótesis, pudiera ser el patrón de natación tigmotáxico observado en el grupo de ratas lesionadas durante los ensayos en el Laberinto Acuático de Morris. Su desempeño durante el aprendizaje espacial sugiere incapacidad por parte de estos animales para elaborar una estrategia que facilite la búsqueda de la plataforma. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores (Jia et al., 2012). Se ha reportado déficit específicos en animales con lesión en hipocampo, estriado, ganglios basales, cerebelo y varias regiones de neocorteza (D'Hooge y De-Deyn, 2001). Está bien establecido que la integridad de la formación hipocampal es esencial para el aprendizaje espacial (Almaguer-Melian et al., 2006). El hipocampo y la corteza prefrontal están estrechamente relacionadas con las funciones cognitivas, especialmente el aprendizaje y la memoria. Por otro lado, varios autores han reportado semejanza entre los déficits cognitivos y motores presentes en ratas con lesión estriatal y los que acompañan a pacientes portadores de enfermedad de Huntington (Haelewyn et al., 2007; Scearce-Levie, 2011). Las ratas con lesión en el estriado se mueven significativamente más por las paredes del tanque (tigmotaxia) y mucho más lento que las controles con falsa lesión. Está reportado que en general, las ratas con lesiones en la región medial del cuerpo estriado muestran un comportamiento perseverante (Winter et al., 2004; Bouët et al., 2007). Se conoce que dos días después de la oclusión de las arterias carótidas el flujo sanguíneo disminuye en un 42,4% en la corteza prefrontal y un 78,4 % en la región de CA1 del hipocampo (Otori et al., 2003).


  Usualmente la evaluación de los animales con plataforma visible es utilizado para evaluar déficits sensorio-motores y motivacionales (Almaguer-Melian et al., 2006), lo cual significa que latencias de escape elevadas pueden ser atribuidas a un daño sensorio-motor (visual) o indiferencia sensorial. Sin embargo, en este caso nosotros somos del criterio que el comportamiento de nuestro grupo lesionado está más relacionado con la perseverancia de automatismos en su desempeño, donde se acentúa un patrón de conducta tigmotáxico, del cual los animales no pueden escapar; que con un déficit sensorial visual, si bien este último no es totalmente descartado. Está hipótesis se ve reforzada porque a pesar de que la plataforma estaba visible, el patrón de nado predominantemente por las paredes fue significativamente mayor en este grupo que en los controles falsos lesionados.


  CONCLUSIONES


  En el presente trabajo fue posible demostrar la presencia de daño irreversible (núcleos picnóticos) en corteza, cuerpo estriado e hipocampo. Estos hallazgos, conjuntamente con la disminución en la densidad neuronal observada en estas áreas, en nuestro criterio, están estrechamente relacionados con el déficit funcional observado.


  En este estudio se confirma que la oclusión de ambas arterias carótidas comunes produce una reducción del flujo sanguíneo cerebral capaz de inducir una isquemia cerebral, la cual produce la muerte de poblaciones celulares en diferentes regiones cerebrales, especialmente en la región de corteza, hipocampo y cuerpo estriado. La isquemia cerebral producida, además, modifica la expresión de lo genes gfap y ho, lo cual puede ser utilizado como un marcador de proceso isquémico temprano. Por otro lado, aumenta la expresión del ARN mensajero de los genes il-6, il-17 e ifn-g, lo que sugiere la presencia de un proceso inflamatorio que puede contribuir con el daño isquémico. Finalmente, el daño isquémico presente en áreas de estriado e hipocampo, inducido por la lesión, causa un deterioro en la memoria espacial.
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  ABSTRACT


  Nowadays, it is widely known that resistant pathogenic strains are becoming one of the greatest health problems related to human sciences. It is also known that fatty acids can present antimicrobial activity. The corn and soy oils are rich in fatty acids. In this regard, this work aimed to evaluate antibacterial and modulatory activity of these two industrial fixed oils. Both tests were performed using the microdilution method to Minimum inhibitory concentration under 1024 mg/ml. The aminoglycosides activity was enhanced by combining corn oil using E. coli 27. One of the mechanisms that might explain the synergism toward the corn oil, in part, might be due to the hidrophobic nature of the saturated and unsaturated lipids present in the sample. The results indicate that fixed oils might play a role as an alternative way to potentiate of the antimicrobial drugs.


  Keywords: antibacterial activity, corn oil, modulation, soy oil.


  RESUMEN


  Hoy en día, es ampliamente conocido que las cepas patógenas resistentes a antibioticos se están convirtiendo en uno de los mayores problemas de salud en el campo de la ciencias de la salud. También se sabe que los ácidos grasos pueden presentar actividad antimicrobiana. Los aceites de maíz y de soja son ricos en ácidos grasos. En este sentido, esta investigacion dirigida para evaluar la actividad antibacteriana y modulador de estos dos aceites fijos usados industrialmente. Ambas pruebas se realizaron utilizando el método de microdilución de concentración inhibitoria mínima en 1,024 mg/ml. La actividad de los aminoglucósidos se mejoró mediante la combinación de aceite de maíz usando E. coli 27. Uno de los mecanismos que podrían explicar la sinergia hacia el aceite de maíz, en parte, podría ser debido a la naturaleza hidrofóbica de los lípidos saturados e insaturados presentes en la muestra. Los resultados indican que los aceites fijos podrían desempeñar un papel como una forma alternativa para potenciar de los fármacos antimicrobianos.


  Palabras clave: actividad antibacterial, aceite de soja, aceite de maíz, modulación.

  


  INTRODUCTION


  The knowledge of the phenomena of the resistance against physical and chemical agents by the microorganisms is in history since the use of antimicrobial drugs (Walter et al., 2000). Nowadays, science knows that this resistance is acquired practically in all specie of bacteria, knowing these mechanisms in details about the resistance and molecular manifestation (Cunha etal., 1998; Walter et al., 2000). It is also known that the emergence of resistant and pathogenic strains is becoming a huge problem of public health.


  In this regard, actually the pharmaceutical industry is searching new strategies to provide new antimicrobial drugs. One of the most common strategies used is change the structural formula of the drugs already in the market with the intention to potentiate them or recover their initial efficiency before the development of the bacterial resistance (Chartone-Souza, 1998).


  It became known that lipids may present antimicrobial activity likewise the ones that are synthesized by the skin (Drake et al., 2008). It is well known also that essential oils present antimicrobial activities and sometimes modulate the antibiotic activity, as well as also known that fixed oils are rich in triacylglicerol esters and also are composed by saturated and insaturated fatty acids presente antimicrobial activity or maybe modulators of antibiotic activity (Coutinho et al., 2010; Cabral et al., 2013).


  Oils are lipophylic substances originated from animal or vegetable kingdom formed by triacylglicerol esters besides to have another components in a smaller proportion, as mono and diacylglicerols, free fatty acids, glycopeptides, proteins, phosfolipids, steroids and vitamins (Gambarra Neto, 2008).


  Soy oil is one of the most utilized worldwide. Considered healthy for containing unsaturated fatty acids in a large amount and presents a high level of linoleic (omega 6), oleic (omega 9) and linolenic acid (omega 3) (Mendonça, 2008; Yunes, 2010). While the corn oil, extracted from the corn grain, owns a favorable composition in terms of essential fatty acids like linoleic, oleic, palmitic, stearic and linolenic acids. It is considered to be of high quality (Mittelmann et al., 2006).


  In this context, this work intend to evaluate the in vitro antimicrobial and modulatory activity of the industrialized corn and soy oils, due to the lipophilic character caused by the composition of saturated and unsaturated fatty acids.


  MATERIAL AND METHODS


  Plant Fixed Oils


  The soy oil and corn oil used in this work were industrialized (Salada Brand®). The solution used in the tests was prepared to 100mg/mL dissolved in 1ml of dimetilsulfoxide, diluted in distillted water up to a concentration of 1024 mg/mL.


  Bacterial Material


  Bacterial strains used were of E. coli ATCC10536, S. aureus ATCC25923 and P. aeruginosa ATCC15442 to determine the minimum inhibition concentration and multiresistant strains of E. coli 27 and Staphylococcus aureus 358 for the test of modulation, resistant to several antibiotics (Table 1). The strains were maintained in heart infusion agar (HIA, Difco laboratories Ltda.). Before the assay, the strains were cultivated under 37#ºC in heart brain infusion (BHI,difco Laboratories Ltda.).


  [image: ]


  Drugs


  The action of the antibacterial drugs utilized were aminoglycosides such as: amicacine, gentamycin, canamycin, neomycin (Sigma co., St. Louis, USA) to a concentration of 5000 mg/mL. All solutions were prepared according to the maker indications.


  Antibacterial Activity Test and Antibiotic Activity Modulation


  The minimum inhibitory concentration, the last concentration in which no growth is observed was determined in micro dilution assay. The inoculum was diluted in BHI 10% reaching 105 UFC/mL. Portions of BHI in amounts of 100 mL were separated in plaque containing 96 pits. After that serial micro dilution took place in 100 mL solution of soy and corn oils altering from 1024-2 mg/mL. The plaques were taken to the incubator for 24h under 35oC (Javadpour et al., 1996). The MIC was registered with the minor concentration capable to inhibit the growth.


  To verify if the extract would modify the antibiotic action toward the strain tested, has been followed the work of Coutinho et al., (2008), was used a concentration sub-inhibitory (MIC/8). 100 mL of BHI was distributed, inoculum and solution of the oils of soy and corn in each pit following the alphabetic order in the plaque. Then, 100 mL of the drug was added to the first pit, proceeding with the micro dilution series, in a proportion of 1:1. The concentrations of aminoglycosides altered gradually from 5000-6 mg/mL. The revelation of bacterial MIC and modulation activity were done using a dye called resazurin. All assays were performed in triplicate.


  RESULTS


  The minimum inhibitory concentration (CIM) determined for both oils was ≤ 1024 mg/mL, not presenting antibacterial activity clinically relevant against tested strains.


  The absence of antibacterial activity clinically relevant, might be due to the fact that microorganisms utilized in the assays are strains that acquire resistance to the mechanism of modification of the membrane. However, this resistance was decreased when the association with the antibiotic took place. Then the association to the corn oil and aminoglycosides presented a synergic effect toward E. coli, where the increase of the antibiotic effect was observed, precisely with kanamycin, eight times fold (Table 2). Being that, with the drug the bacteria was inhibited in a concentration of 39 mg/mL when combined with the product in a concentration went down to 2.5 mg/mL, as can be noticed in table 2. Nevertheless the soy oil was incapable to modify the action of the strain (Table 3).
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  DISCUSSION


  Despite what this work presents, there are reports of another fixed oils with antibacterial activity like the one observed in the seeds of "Camomila", utilizing a different method which is the paper diffusion using strains of Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Enterobacter aerogenes, observing the efficacy of the inhibitory effect more than that of the Chloranfenicol used as pattern (Pereira, 2008). Also, there are reports of the antibacterial activity of fixed oils of Ocimum sanctum L., against strains of Staphylococcus aureus, Bacillus oumilus and Pseudomonas aeruginosa, throught the diffusion in cavity method (Singh et al., 2005).


  Is already known that the antibacterial activity of the fixed oils is due in part to the presence of fatty acids that may interact with the plasmatic membrane and alter its structure, acting as if it was a surfactant. Such acids as fatty or linoleic like were already cited in papers for acting like antibacterial agents (Kabara et al., 1972).


  Several studies related antibacterial activity and modulation activity presented by the vegetable oils (Packer et al., 2007; Pinto, 2010). However, this is the first report of the antibacterial and modulation of the fixed oils of soy and corn, industrialized. Although there are reports of fixed oils from animal sources rich in saturated and unsaturated fat acids between them, linoleic acid (Cabral et al., 2013; Dias et al., 2013).


  One of the mechanisms that can explain the synergic effect of the corn oil, in part, is in its hydrophobic nature constituted of saturated and unsaturated lipids. These can interact as a double lipoid layer of cellular membrane causing damages to the microorganism physiology, altering its respiratory chain and energy production, or mainly turning the cell permeate to exaggeration, so a lot of antibiotics would modify the enzyme systems leading to bacterial vital activities to failure (Nicolson et al., 1999; Burt, 2004).


  The best result was observed against the Gram-negative bacteria for being majority in the membrane could be that reacted better with the fixed oil. Nevertheless, the antagonic action and the absence of modulation activity of the soy oil could be the fact that some typical component of these products would interact with the antibiotic and made the action impossible (Granowitz et al., 2008).


  CONCLUSION


  The results indicate that the fixed oils displayed an alternative way to potentiation of the action of the antimicrobial drugs when tested against Gram-negative bacteria. A synergism was observed in combination with tested drugs. These facts open a gateway to curiosity to future papers where this mechanism and activity could be better studied as long as tested in vivo.
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  ABSTRACT


  This study was designed to test the effect of different fractions of ethanolic extracts of young (y) and mature (m) leaves of Serjania lethalis A. St- Hil (Sapindaceae) on sesame (Sesamum indicum L.) seedling growth and metaxylem cells. Crude ethanolic extracts were prepared from the powder of young and mature S. lethalis leaves and fractionated by means of column chromatography. For the seedling growth bioassay, sesame seeds germinated at concentrations of 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL-1 were used. After seven days, the lengths of the aerial part and of the primary root were measured. The sesame metaxylem cell growth bioassay was performed with seedlings grown in solutions containing the different fractions in the same concentrations as above. The tested fractions (Fy2; Fy3; Fy5 e Fm1) showed inhibitory activity on seedling growth, interfering mainly in root growth. The fraction Fy5 showed similar activity to the one caused by the herbicide Oxyfluorfen. This fraction was also responsible for causing the greatest inhibition of metaxylem cell growth in sesame roots at the concentration 0.8 mg mL-1. The results permitted to conclude that the different fractions found in the ethanolic extract of S. lethalis young leaves are promising sources of substances with phytotoxic properties.


  Keywords: Cerrado, phytotoxicity, Sapindaceae, sesame, xylem development.


  RESUMEN


  El efecto de fracciones de extractos etanólicos de hojas jóvenes (y) y maduras (m) de Serjania lethalis A. St - Hil (Sapindaceae) fueron probados sobre el crecimiento de las plántulas y células de metaxilema de sésamo (Sesamum indicum L.). Los extractos etanólicos fueron preparados a partir del polvo de hojas jóvenes y maduras de S. lethalis y fraccionados por cromatografía en columna. Para el bioensayo de crecimiento de las plántulas germinadas se utilizaron semillas de sésamo y se mantuvo en contacto con las fracciones (F) en concentraciones de 0,8 , 0,4 y 0,2 mg mL-1. Después de siete días se midió la longitud del tallo principal y raíz. El bioensayo de crecimiento celular do metaxilema se realizó utilizando plántulas de sésamo cultivadas en soluciones que contienen fracciones en las mismas concentraciones. Los resultados indican que las fracciones ensayadas (Fy2 ; Fy3 ;Fy5 y Fm1) mostraron actividad en el crecimiento de las plántulas al interferir principalmente en crecimiento de la raíz. La fracción Fy5 mostró actividad similar a la causada por la actividad herbicida Oxyfluorofen. La misma fracción produjo la mayor inhibición del crecimiento celular de las raíces del metaxilema de sésamo a una concentración de 0,8 mg mL- 1. A partir del análisis de los resultados se concluyó que las fracciones de extracto etanolico de las hojas jóvenes son prometedoras fuentes de sustancias con propiedades fitotoxicas.
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  INTRODUCTION


  Allelopathy is an ecological process that involves the release, by plants, algae, bacteria or fungi, of secondary metabolism products capable of exerting positive or negative effects on plants in natural or agricultural systems (International Allelopathy Society, 2013). The plant metabolism compounds known as allelochemicals belong to several classes of chemicals, such as quinones, phenols, cinnamic acids, coumarins, flavonoids, tannins, terpenes and alkaloids (Rice, 1984). Some biological activities have been reported for different plant metabolites, including: antifungal (Tsuzuki et al., 2007), molluscicidal (Pires, 2008), antioxidant (Oliveira et al., 2007), antiparasitic (Traore et al., 2000) and phytotoxic (Grisi et al., 2013; Kim et al., 2005).


  Many studies have shown the phytotoxic activity of plant extracts on the germination and growth of other species (Alves et al., 2004; Gatti et al., 2010; Imatomi, 2010; Grisi et al., 2012), suggesting that these extracts may be used as natural herbicides (Grisi et al., 2011) by affecting the germination and growth rates of weed species. These allelochemicals cause biochemical and physiological changes that negatively affect the growth and development of seedlings (Weir et al., 2004). The natural herbicides have advantages when compared to the synthetic ones, being less harmful to the environment (Souza-Filho et al., 2006) and having a shorter half-life (Duke et al., 2000; Rimando and Duke, 2006). Inderjit and Dakshini (1995) state the importance of bioassays to test the activity of plant secondary metabolites, as it is by means of these bioassays that we may come to know the susceptibility of certain species to the allelochemicals and, consequently, the phytotoxic potential of the species studied.


  Serjania lethalis A. St.-Hil., a member of the family Sapindaceae, is a liana typically found in the Brazilian cerrado (Fernandes and Negreiros, 2001). It is an ornamental plant that has narcotic activity (Correa, 1926) and pharmacological properties (Lima et al., 2006). The phytotoxic activity of ethanolic extracts of Serjania lethalis leaves is known, but the literature still lacks studies about the phytotoxic potential of the different fractions that can be extracted from this species (Grisi et al., 2013).


  The maturation phase of the plant is related to the accumulation of different chemical components. Young leaves suffer high herbivory pressure, producing a greater variety of chemical components for defense (Lokvam and Kursar, 2005). Based on the observation that many species develop chemical defenses during their juvenile stages of development (Bryant and Julkunen-Tiitto, 1995), it can be assumed that there is a higher concentration of allelochemicals in young leaves than in mature leaves. Conversely, nutrients are reallocated from the leaves to developing organs or reserve tissues during senescence (Gan and Amasino, 1997). This reallocation may lead to low concentrations of phytotoxic compounds in senescent leaves, thus, we considered the hypothesis that mature leaves contain less phytotoxic compounds.


  Based on this information, this study was designed to evaluate effect caused by the different fractions found in ethanolic extracts of young and mature leaves of Serjania lethalis on sesame (Sesamum indicum L.) seedling growth and cell elongation of root metaxylem.


  MATERIAL AND METHODS

  Plant material


  Young and mature leaves of Serjania lethalis were collected from ten individuals, in a cerrado sensu stricto reserve, Federal University of São Carlos, São Carlos campus, São Paulo, Brazil (21° 58 'to 22° 00' S and 47° 51 'to 47° 52 'W). Were considered young the leaves that had a membranaceous texture and a light green color, and mature the leaves that had a leathery texture and a dark green color (Grisi et al., 2011). The plant material was dried in a forced circulation kiln at 40°C for 72 hours, ground in an electric mil, and stored in appropriately sealed plastic bags. A copy was deposited (voucher 8340) in the herbarium of UFSCar's Botany Department (HUFSCar).


  Preparation of extracts


  Ethanolic extracts were prepared with 1L of ethanol and 100 g of powder of young or mature leaves. The solutions were kept in a refrigerator at 4°C for 24h and, afterwards, filtered under vacuum. The ethanolic extracts were dried in a rotary evaporator under reduced pressure.


  Fractionation of extracts


  The ethanolic extracts of young and mature leaves were fractionated by normal phase column chromatography with silica gel (0.063-0.2 mm/70-230 mesh), with 900 mL of each of the following eluents, in this order: hexane:acetone (7:3), hexane:acetone (3:7), acetone, acetone:methanol (7:3), acetone:methanol (3:7), methanol, methanol:water (9:1) (Table 1).
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  The solutions of each fraction used in the bioassays were solubilized in DMSO (5%) and buffer solution 2-[N-morpholino]ethanosulfonic acid (MES) and 1 M NaOH at pH 6, with concentrations of 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL-1.


  Selection of fractions with phytotoxic activity


  The selection of the active fractions was made by a bioassay with wheat (Triticum aestivum L.) coleoptiles according Macías et al., (2010). The Fy2, Fy3, Fy5 and Fm1 fractions showed high inhibitory activity (data not shown) and were selected for testing for seedling growth and elongation of cells in the metaxylem of sesame roots.


  Morphological indicators of seedling growth


  To evaluate the growth of sesame seedlings, the seeds were germinated in distilled water and, after achieving a primary root length of 2 mm, were transferred to transparent 500 mL (14 x 10 cm) plastic boxes. Each box contained two sheets of filter paper moistened with 13 mL of each fraction at concentrations of 0.8, 0.4 or 0.2 mg mL-1. The boxes were placed in transparent plastic bags and kept in a growth chamber at 28°C, with a photoperiod of 12h (Carvalho et al., 2001). After seven days, shoot and primary root lengths were measured with a digital caliper. Seedlings that showed abnormal characteristics, as described by RAS (2009), were quantified and the types of abnormality were qualified.


  Bioassay of sesame metaxylem cell growth


  The anatomical study of root metaxylem cells was performed with sesame seeds germinated in distilled water and kept for 24h in a growth chamber at 28°C with a photoperiod of 12h (Carvalho et al., 2001). Were considered as germinated the seeds that had a primary root protrusion of at least 2 mm (RAS, 2009). The germinated seeds were placed in transparent 250 mL (13 x 8 x 3 cm) plastic boxes, each containing two sheets of filter paper moistened with 8 ml of each fraction in concentrations of 0.8, 0.4 and 0.2 mg mL-1. Three replicates were used for each concentration, with ten seedlings in each box. The plastic boxes were placed in transparent bags and kept in a BOD at 28°C with a photoperiod of 12h. After four days the seedlings were removed from the boxes and a stylet was used to cut the primary root segment. This segment was then placed in 70% ethanol (Gatti et al., 2010) and incubated at 40°C for seven days. Subsequently, the roots were washed with distilled water, placed in a solution of 25% sodium hydroxide, and incubated at 40°C for two days for clearing. The root segments were then stained with Lacmóide dye for 24h, washed to remove excess dye, and each segment was placed on a microscope glass slide and covered with a drop of Apathy syrup and a cover slip. The whole root staining procedure was performed according to the modified Fuchs method (Kraus and Arduin, 1997).


  The slides were observed under an optical microscope (Olympus-BX41) with an attached camera (Sony CCD-IRIS). Were photographed and half of length of each root from the central region upward of primary roots of sesame seedlings (Gatti et al., 2010; Grisi et al., 2013). From each photograph, 10 central cells of the metaxylem were measured at 20X magnification (ImageJ software) (Gatti et al., 2010).


  Statistical Analysis


  All results were tested for normality and homoscedasticity with the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. Normal and homoscedastic data were analyzed with ANOVA followed by Tukey's test and non-normal and/or heteroscedastic data were analyzed with the non-parametric Kruskal-Wallis test, in the software Past 2.14. (Hammer et al., 2001).


  RESULTS


  Root length of sesame seedlings subjected to the fractions Fy2; Fy3; Fy5 and Fm1 differed significantly from the control at concentration 0.8 mg mL-1 (Fig. 1a), and the fraction Fy5 produced the lowest average length (1.16 cm), which was statistically similar to the herbicide effect. The aerial part of the seedlings was negatively affected only by fractions Fy3 and Fy5 at 0.8 mg mL-1 (Fig. 1a). Fractions Fy2, Fy3 and Fy5 caused inhibitory effects on root growth at 0.4 mg mL-1, but no fraction inhibited the growth of shoots at the concentration of 0.4 mg mL-1 (Fig. 1b). At the concentration 0.2 mg mL-1 only fraction Fy5 inhibited the growth of roots and the shoot growth was not affected by any fraction (Fig. 1c). The positive control Oxyfluorfen differed significantly from the negative control in all concentrations.
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  It can be seen that the percentage of abnormal seedlings was dependent on the concentration tested, with the higher concentrations showing the majors occurrence of abnormal seedlings. The fraction Fy3 was responsible for the largest percentage of abnormality in all concentrations, whereas the Fy2 fraction had the lowest incidence. The observed abnormalities were root necrosis, atrophy, and gravitropic reversal (table 2). The necrosis observed in seedlings of sesame caused their death due to rotting of plant tissue, whereas atrophy and gravitropic reversal caused physical deformities in seedlings, preventing them from growing upright and their roots from settling and developing. These observations corroborate the hypothesis that fractions obtained from extracts of Serjania lethalis young and mature leaves can impair growth and development of seedlings and that these fractions have characteristics that permit their use in the development of natural herbicides.
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  The same fractions were subjected to a bioassay to measure the metaxylem cell growth of the sesame root. The results indicate that, at both concentration 0.8 and 0.4 mg mL-1, all fractions had an inhibitory effect on elongation, when compared to the negative control, and sesame metaxylem cells exposed to the Fy5 and Fy2 fractions at 0.8mg mL-1 were similar to the effect of the herbicide (Fig. 2 and table 3). At the concentration of 0.2 mg mL-1, inhibition of cell growth was observed for the fractions Fy2, Fy3 and Fy5, whereas the last two fractions were significantly similar to the herbicide activity (table 3). The effects of the positive control with Oxyfluorfen were significantly different from those of the fractions and of the negative control.
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  DISCUSSION


  The allelochemicals are capable of interfering with biochemical and physiological processes related to seedling growth and development (Weir et al., 2004). The absorption of water and minerals by the root is altered, enzymes in the plasma membrane are compromised, and protein synthesis, respiration and photosynthesis are impaired, leading to reduction in the size of the seedlings (Bogatek et al, 2005). Ethanolic extracts of Serjania lethalis leaves and stems were responsible for the inhibition of the growth of seedlings of weed species, especially in their roots, and in some cases the effect caused by the ethanolic extract was equal or superior to that caused by the herbicide used for positive control (Grisi et al., 2013). These results corroborate those found in this study, in which the effect on root length caused by the fraction Fy5 at 0.8 and 0.2 mg mL-1 was statistically similar to that caused by the herbicide, but the same effect was not observed for shoot growth. The changes induced by the fractions prevent the seedlings from developing normally, compromising the seedlings' establishment in the environment.


  Gatti et al., (2010) obtained similar results with cells of sesame root metaxylem grown in aqueous extracts of Aristolochia esperanzae Kuntze. Cell growth is stopped under stressful conditions, with auxin being the agent responsible for the regulation of cell size, auxin controls shoot growth and root architecture, tropic responses to light, among other processes (Tamimoto, 2005). The fractions tested compromised the normal growth of metaxylem cells, thus affecting the development of tissues and, consequently, the plant's growth. The inhibition of seedling growth may be directly associated with inhibition of sesame metaxylem cell growth, as had been observed in the work of Grisi et al., (2013), in which inhibition of seedling growth of wild poinsettia (Euphorbia heterophyla) was associated with the inhibition of sesame metaxylem cell growth. According to Al-Wakeel et al., (2007), plant secondary metabolic compounds act directly on the process of cell division, as well as on the hormonal balance of the plant. The phytotoxic potential of young leaves is known, young leaves have chemical defenses against herbivory, so concentrate more secondary metabolites (Novaes, 2011). In addition, extracts from young leaves of sorghum (Sorghum bicolor L.) were more phytotoxic to the germination of lettuce (Lactuca sativa L.) and tomato (Solanum lycopersicum L.) that extracts of mature leaves (Marchi et al., 2008). These results corroborate those found in this work, where the young leaves extracts of S. lethalis were more phytotoxic than extracts of mature leaves.


  CONCLUSIONS


  The fractions of ethanolic extracts of Serjania lethalis young and mature leaves were phytotoxic to the growth of sesame seedlings, however the fraction Fy5 of the ethanol extract of young leaves showed more pronounced effects. The reduction in the root growth of sesame seedlings seems to be associated with the inhibition of metaxylem cell elongation.
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  RESUMO


  Vários trabalhos vêm demonstrando a importância do estudo de produtos naturais como fonte alternativa para novos antimicrobianos ou que venham potencializar os já existentes. Neste contexto este trabalho teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana e as possíveis interações entre o óleo essencial de Cymbopogon citratus combinados a aminoglicosídeos frente a linhagens padrões e multirresistentes de S. aureus, E. coli e de P. aeruginosa provenientes de isolados clínicos. Um ensaio de microdiluição foi realizado para verificara atividade antibacteriana e as possíveis interacções entreo produto naturale os antibióticos,utilizando uma concentraçãosub-inibitória. Através dos resultados foi constatado a interferência sinérgica dos aminoglicosídeos quando associados com o óleo essencial em uma concentração de CIM/8, com redução das CIMs em até quatro pontos frente às linhagens de S. aureus 358, E. coli 27 e P. aeruginosa-143. Mas nenhuma atividade modificadora foi observada frente a P. aeruginosa 78 e P. aeruginosa 91. Através dos resultados pode-se concluir que o óleo essencial de Cymbopogon citratus pode ser uma fonte alternativa de produtos naturais com atividade antibacteriana.


  Palavras–chave: Cymbopogon citratus, Escherichia coli, óleo essencial, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.


  RESUMEN


  Varios trabajos están demostrando la importancia del estudio de productos naturales como una fuente alternativa para nuevos antimicrobianos o que puedan mejorar los ya existentes. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue investigar la actividad antibacteriana y las posibles interacciones entre el aceite esencial de Cymbopogon citratus aminoglucósido combinado frente de linajes y patrones de S. aureus multirresistente, E. coli y P. aeruginosa provenientes de aislamientos clínicos. Se realizó una prueba de microdilución para verificar la actividad antibacteriana y posibles interacciones entre el producto natural y antibióticos, usando una concentración sub-inibitória. A través de los resultados se observan interferencia sinérgica de los aminoglucósidos cuando se asocian con el aceite esencial en una concentración de CIM/8, con reducción de CIMs de hasta cuatro puntos contra las cepas de S. aureus 358, E. coli 27 y P. aeruginosa 143. Pero no se observó ninguna actividad modificadora contra P. aeruginosa 78 y P. aeruginosa 91. A través de los resultados se puede concluir que el aceite esencial de Cymbopogon citratus puede ser una fuente alternativa de productos naturales con actividad antibacteriana.


  Palabras clave: Cymbopogon citratus, Escherichia coli, aceite esencial, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.


  ABSTRACT


  Several works demonstrated the importance of the study of natural products as an alternative source for new antimicrobial drugs or for modulators for these ones. In this point, the aim of this was to investigate the antibacterial activity and the possible interactions between the essential oil ofCymbopogon citratus alone and in association with aminoglycosides against standard and clinically isolated strains of multidrug-resistant bacteria such asS. aureus, E. coliandP. aeruginosa by microdilution method. The results indicated a synergism between the antibiotics and the essential oil with a subinhibitory concentration (MIC/8), reducing the minimal inhibitory concentration (MIC) sixteen times against the multidrug-resistant strains ofS. aureus358,E. coli27 andP. aeruginosa143, but none modulatory activity was observed againstP. aeruginosa 78 andP. aeruginosa91 strains. By our results, can be concluded that the essential oil ofCymbopogon citratuscan be an interesting source of natural products with antibacterial and/or modulatory antibiotic activities.


  Keywords: Cymbopogon citratus, Escherichia coli, essential oil, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

  


  INTRODUÇÃO


  Em todo o mundo, há um grande número de cepas bacterianas resistentes a múltiplas drogas, principalmente no ambiente hospitalar, aumentando a morbidade, custos inerentes a cuidados de saúde, e as taxas de mortalidade devido a infecções (Dias e Monteiro, 2010). A maioria das bactérias têm múltiplos mecanismos de resistência a qualquer droga e, uma vez resistente, pode rapidamente dar origem a um grande número de descendentes resistentes (Gold e Moellering, 1996). A resistência bacteriana pode ser transferida por mecanismos diversos, podendo estabelecerse entre microrganismos de uma mesma população ou de diferentes populações, como da microbiota animal para humana e vice-versa (Baccaro et al., 2002).


  A capacidade de desenvolver resistência aos agentes antibacterianos é uma característica observada entre os microorganismos em geral. Enquanto isso, as bactérias são capazes de desenvolver diferentes mecanismos de resistência, os quais são codificados geneticamente, em que os genes de resistência podem ser adquiridos através de mutação e de transferência de material genético (Carneiro, 2006). O desenvolvimento de infecções em seres humanos, incluem uma diversidade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, conforme descrito abaixo, mostrando resistência aos agentes antibacterianos.


  As bactérias do gênero Staphylococcus são distribuídas na natureza, bem como na microbiota normal da pele e das mucosas de animais e aves. Algumas espécies de Staphylococcus são geralmente reconhecidos como agentes etiológicos de infecções oportunistas em muitos animais e seres humanos (Nostro et al., 2004; Coutinho et al., 2009). Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus são as espécies que são os agentes causadores mais importantes de infecções humanas e hospitalares. Além de causar diferentes tipos de intoxicações, S. aureus representa o agente etiológico mais comum de infecções purulentas (por exemplo, furúnculo, carbúnculo, abcesso, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite, artrite bacteriana) (Verhoeff et al., 1999).


  A espécie Pseudomonas aeruginosa é responsável por uma variedade de infecções, tais como aquelas que atacam a pele, trato urinário, olhos e ouvidos. A ampla distribuição ambiental de Pseudomonas é assegurada por seus requisitos não-exigentes de seu crescimento, além de ter inúmeros fatores estruturais, enzimas e toxinas que potencializam a sua virulência, tornando-se resistentes aos antibióticos mais comuns (Murray et al., 2004).


  A Escherichia coli é uma das principais bactérias causadoras de doenças infecciosas em seres humanos. É conhecida por sua produção de enterotoxinas, cujas propriedades têm sido amplamente investigadas, sendo que a atividade de suas citotoxinas e seu papel na infecção humana foram identificados principalmente em infecções do trato urinário (Matias et al., 2010).


  No que diz respeito à crescente importância dada à infecções bacterianas em comunidades hospitalares e para o desenvolvimento progressivo da resistência antimicrobiana, um grande número de estudos têm sido realizados com produtos naturais em busca de uma nova perspectiva no tratamento de infecções bacterianas. Muitas plantas foram avaliadas não apenas pela sua atividade antimicrobiana direta, mas também como um agente modificador de resistência (Gibbons, 2004). A utilização de óleos essenciais de plantas como agentes antimicrobianos mostra uma possibilidade de que os microrganismos irão adquirir baixa resistência para a sua ação, por serem misturas complexas, tornando muito difícil adaptação microbiana (Daferera et al., 2003).


  Vários compostos de produtos químicos, de fontes naturais ou sintéticas, tais como a partir de fenotiazinas ou produtos naturais, possuem atividade direta contra muitas espécies de bactérias, aumentam a atividade de um antibiótico específico, invertem a resistência natural de bactérias específicas a determinados antibióticos, promovem a eliminação de plasmídeos a partir de bactérias e inibem a função de transporte da membrana de plasma no que se refere a determinados antibióticos (Gunics et al., 2002).


  Nessa perspectiva, o uso de produtos naturais como espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf no controle da resistência bacteriana, torrna-se uma alternativa relevante. Ela é uma herbácea e pertence a classe Liliopsida, a ordem Poales e à família Poaceae (Lorenzi e Matos, 2002; Santos et al., 2009). Espécie vegetal conhecida popularmente no Brasil como capim-santo, capim-limão, capim-cheiroso, capimcidreira, capim-cidrão, citronela-de-java, erva-cidreira e capim-cidró. Seu uso principal é como anti-hipertensivo, antiasmático, antitérmico, antisséptico, antiparasitário, antirreumático, miorrelaxante e antiespasmódico. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de evidenciar atividade antibacteriana e moduladora de antibiótico, pelo óleo essencial de Cymbopogon citratus, através da técnica de microdiluição contra cepas padrões e multirresistentes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.


  MATERIAL E MÉTODOS

  Microrganismos


  As linhagens bacterianas utilizadas foram: E. coli: EC– ATCC 10536, EC–27; S. aureus: SA–ATCC 25923, SA–358; P. aeruginosa: PA–ATCC 15442, PA–91, PA–143 e PA–78 com perfil de resistência identificado na Tabela 1. Todas as linhagens foram mantidas em infusão de coração em Agar (HIA, Difco Laboratories Ltda.). Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas por 24h a 35#ºC em caldo de infusão de cérebro e coração (BHI, Difco Laboratories Ltda).
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  Folhas de Cymbopogon citratus foram coletadas às 8h30min, no Sítio Gavião, distrito do município de Juazeiro do Norte, Ceará, Brasil no mês de dezembro/2011. O material vegetal foi identificado e uma exsicata foi depositada em herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) do Departamento de Ciências Biológicas (URCA), sob registro n#º 4018.


  Obtenção do óleo essencial de Cymbopogon citratus


  O óleo essencial foi obtido utilizando-se o sistema de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb e Magalhães (1960). As folhas frescas de C. citratus foram colocadas em balão de vidro de 5L, acrescida de 3L de água destilada e aquecidas por 2h. Após esse período, a mistura água/óleo obtida foi separada, tratada com sulfato de sódio anidro, filtrada e o óleo obtido (OECC) foi mantido sob refrigeração até o momento das análises. Para os testes foi utilizado solução preparadas a partir do óleo essencial sob uma concentração de 10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich®), em seguida diluídos com água destilada estéril para uma concentração de 1024 μg/mL.


  Teste de atividade antibacteriana e atividade modulatória do antibiótico


  A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada em ensaio de micro-diluição em caldo (NCCLS, 2003) utilizando-se um inoculo de 100 μL de cada linhagem, suspensas em caldo BHI que apresentava uma concentração de 105 UFC/mL em placas de micro-titulação com 96 poços, com diluições em série ½. Em cada poço foi adicionado 100μL de solução de cada amostra. As concentrações finais do produto natural variaram entre 512 – 8 μg/mL. Para os controles foram utilizados os antibióticos padrões amicacina, neomicina e gentamicina cujas concentrações finais variaram entre 2500 μg/mL – 2,44μg/mL. As CIMs foram registradas como as menores concentrações para a inibição do crescimento.


  Para avaliar o óleo essencial como modulador da ação antibiótica, a CIM de antibióticos da classe dos aminoglicosídeos, foram avaliados na presença e na ausência do óleo essencial em micro-placas estéreis. Os antibióticos foram avaliados nas concentrações variando de 2500 μg/mL – 2,4 μg/mL.


  As amostras foram misturadas em caldo BHI 10% em concentrações sub-inibitórias, obtidos e determinados após a realização de teste de avaliação da CIM, sendo que para o teste de modulação a concentração da solução do óleo essencial foi reduzida 8 (oito) vezes (CIM/8). A preparação das soluções de antibióticos foi realizada com a adição de água destilada estéril em concentração dobrada (5000µg/mL) em relação à concentração inicial definida e volumes de 100μL diluídos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100μL do meio de cultura continha a suspensão bacteriana diluída a 105 UFC/mL (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliação da CIM para o óleo foram utilizados durante a modulação (Coutinho et al., 2009). As placas preenchidas e incubadas a 35#ºC por 24 horas e após esse período a leitura foi evidenciada pelo uso de rezazurina. Os ensaios foram realizados em triplicada e os resultados foram expressos como média das repetições.


  RESULTADOS


  O óleo essencial avaliado no presente trabalho, após todo o procedimento de preparação, apresentou rendimento de 0,49%. Alguns trabalhos demonstraram que as temperaturas elevadas influenciam na qualidade do óleo essencial do Cymbopogon citratus, por mostrarem concentrações mais elevadas do citral no horário de 08h às 13h e que o rendimento desse óleo é de 0,28 a 0,50% da massa de folhas tanto secas como frescas (Nascimento et al., 2000).


  Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi realizado, mas nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora foi verificada, indicando não apresentar toxicidade.


  A tabela 3 mostra a interferência do óleo sobre a atividade de aminoglicosídeos frente às linhagens de SA–358 e a EC–27, demonstrando uma interferência na atividade dos antibióticos, com redução das CIMs. Os efeitos mais representativos foram na associação do OECC na concentração de 128 μg/mL (CIM 1/8) com os antibióticos, observando modulação da atividade da amicacina associada ao OECC frente à EC–27, com redução da CIM de 312,50 para 39,06μg/mL e frente a SA–358 com redução da CIM de 78,12 para 4,88 μg/mL.


  [image: ]


  Já a tabela 4 mostra a interferência do óleo sobre a atividade de aminoglicosídeos frente à linhagem de P. aeruginosa, demonstrando uma interferência na atividade dos antibióticos, com redução das CIMs frente a P. aeruginosa 91. O efeito mais representativo foi na associação do OECC na concentração de 128 μg/mL (CIM 1/8) com os antibióticos no meio de cultura, observando um reforço na atividade da amicacina associada ao OECC frente à EC–27 com redução da CIM de 312,5 para 39,06 μg/mL. No entanto, não foi obsevado interferência da atividade antibiótica quando associado às outras duas linhagens de P. aeruginosa. Resultado este que corrobora com de Bassolé (2011), que não avaliou modulação da atividade antibacteriana pela técnica de difusão em disco.
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  DISCUSSÃO


  Segundo pesquisas já realizadas, óleo essencial de C. citratus apresenta diversas classes de metabólitos secundários que apresentam uma ampla variedade de atividades biológicas como a antimicrobiana (Shah et al., 2011). A elucidação do óleo segundo Shah et al., (2011), demonstrou a presença de diversos compostos potencialmente bioativos no óleo, como fenóis, terpenos, alcoóis, cetonas, ésteres e principalmente aldeídos tem sido constantemente registrado. Além do isolamento, foram identificados novos triterpenóides das folhas de C. citratus que são o cymbopogone e o cymbopogonol. Flavonóides e compostos fenólicos como luteolin, isoorientin 2''-O-rhamnoside, quercetina, kaempferol e apiginina. Os componentes fenólicos elimicina, catecol, ácido clorogênico, ácido cafeico e hidro-quinona também foram isolados (Shah et al., 2011). Possui o citral e mirceno como principais compostos (Ming et al., 1996).


  Na determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do óleo essencial testado contra linhagens padrões e multiresistentes de E. coli, S. aureus e P. aeruginos, como demonstrado na tabela 2, foi verificado que o óleo apresentou a mesma CIM frente as linhagens testadas de ≥1024 μg/mL com exceção da CIM de 512 μg/mL frente a SA – ATCC 25923, não demonstrando atividade clínica relevante de acordo com os limites estabelecidos pelo protocolo (Houghton et al., 2007). No entanto, a amostra associada aos aminoglicosídeos demonstrou modulação da atividade antibacteriana dos antibióticos.
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  Os mecanismos pelos quais os produtos naturais podem inibir o crescimento de microorganismos são diversos, e pode ser em parte devido à natureza hidrofóbica de determinados componentes. Esses referidos componentes podem interagir com a dupla camada lipídica da membrana celular e afetar a cadeia respiratória e a produção de energia (Nicolson e Evans, 1999), ou até mesmo tornar a célula mais permeável aos antibióticos, levando à suspensão da atividade vital da celular (Burt, 2004). A interferência com os sistemas de enzimáticos de bactérias pode ser também um potencial mecanismo de ação (Wendakoon e Sakaguchi, 1995). Podem ser obtidos tais mecanismos de ação pela combinação de extrato com antibióticos à concentração sub-inibitória aplicada diretamente ao meio de cultura (Coutinho et al., 2010a).


  Produtos naturais derivados de plantas medicinais vêm sendo utilizados como fonte de novos compostos bioativos em especial para o tratamento de doenças infecciosas. Portanto, é real a possibilidade de utilizar plantas como fonte de novos compostos bioativos que sejam eficazes contra bactérias resistentes aos antibióticos convencionais (Butler e Buss, 2006). Sejam esses produtos de origem vegetal ou animal, podem alterar o efeito de antibióticos, seja aumentando ou reduzindo suas atividades, podendo assim, serem denominados modificadores da atividade antibiótica (Rodrigues et al., 2009; Tintino et al., 2013).


  A atividade sinérgica observada pode ser devido à presença de dois dos três principais componentes do óleo, os componentes α-citral (geranial) e β-citral (neral) que apresentam uma reconhecida atividade antibacteriana frente a linhagens Gram-positivas e Gram-negativas, já o terceiro principal componente do óleo o mirceno, não apresentou nenhuma atividade antibacteriana observável (Martins et al., 2004). O citral é tido como sendo o responsável pelas atividades inseticidas e germicidas. No cultivo brasileiro, o teor de citral nos óleos essenciais de C. citratus está em torno de 75 a 86% (Martins et al., 2004). Os taninos e os flavonoides são sintetizados por plantas em resposta a infecções microbianas (Ho et al., 2001; Figueredo et al., 2013), sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana plasmática facilitando absorção das drogas (Matias et al., 2010; Figueredo et al., 2013).


  A diferença na atividade moduladora do óleo essencial contra as linhagens de P. aeruginosa, possivelmente se deve a presença de mecanismos de resistência como bomba de efluxo, produção de enzimas que clivam o anel ß-lactâmico (ß-lactamases), mudanças nas PBP, entre outros (Bush, 2002; Enright et al., 2002).


  A atuação dos produtos naturais potencializando a ação de antibióticos frente a bactérias multirresistentes tem sido demonstrado em vários estudos (Coutinho et al., 2009; Coutinho et al., 2010a; Coutinho et al., 2010b). A "herbal shotgum" ou — "synergistic multi-effect targeting" é uma estratégia que refere ao uso de plantas e drogas em uma abordagem usando extratos combinados afetando diversos alvos do microrganismo ao mesmo tempo, com elementos terapêuticos colaborando sinergicamente ou antagonicamente. Isto tem sido demonstrado não apenas a partir da combinação de extratos, mas também de produtos naturais ou extratos e produtos sintéticos ou antibióticos (Wagner e Ulrich-Merzenich, 2009).


  CONCLUSÃO


  Os resultados obtidos neste trabalho, indicam que o óleo essencial de Cymbopogon citratus é uma fonte alternativa de produto natural com ação antibacteriana, já que possui a presença de compostos com reconhecida atividade antibacteriana como terpenos, além de indicar a possibilidade do uso desse óleo combinado a antibióticos utilizados na clínica frente a linhagens Gram-positivas e Gram-negativas.
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  ABSTRACT


  This research aimed to evaluate the potential of several native white rot fungi (WRF) isolated from subtropical environments of Misiones (Argentina) to produce different ligninolytic enzymes. Coriolus versicolor f. antarcticus BAFC 266, Pycnoporus sanguineus BAFC 2126 and Phlebia brevispora BAFC 633 showed the highest phenoloxidase activity. Ganoderma applanatum strain E, P. sanguineus BAFC 2126 and P. brevispora BAFC 633 revealed marked laccase and peroxidase activity. C. versicolor f. antarcticus, G. applanatum (strain A) and Trametes villosa, gave high positive reactions with 2,6-dimethoxyphenol oxidation at the lowest tested pH. C. versicolor f. antarcticus, G. applanatum strains D and F, T. elegans BAFC 2127and T. villosa, showed the highest manganese peroxidase activity. C. versicolor f. antarcticus also produced the highest lignin peroxidase activity. Tyrosinase activity was mostly evident in G. applanatum strains (D and F) and Phanerochaete chrysosporium HHB 11741. Kraft liquor decolorization results were variable and depended on the fungus and the liquor concentration. Some fungi with moderate ligninolytic activity showed high decolorization rates (e.g. Pleurotus sajor-caju and Steccherinium sp. BAFC 1171) indicating the significance of additional approach to evaluate a potential biotechnological application.


  Keywords: oxidative enzymes, screening, white-rot fungi.


  RESUMEN


  El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial para producir enzimas ligninolíticas de diversas cepas de hongos de pudrición blanca, nativas de la Provincia de Misiones (Argentina). Coriolus versicolor v. antarcticus BAFC 266, Pycnoporus sanguineus BAFC 2126 y Phlebia brevispora BAFC 633 mostraron un gran potencial para producir fenoloxidasas. En Ganoderma applanatum cepa E, P. sanguineus BAFC 2126 y P. brevispora BAFC 633 se observó una marcada actividad lacasa y peroxidasa. C. versicolor v. antarcticus. G. applanatum (cepa A) y Trametes villosa, mostraron una reacción oxidativa altamente positiva sobre 2,6-dimetoxifenol a pH 4. C. versicolor v. antarcticus, G. applanatum (cepas D y F), T. elegans BAFC 2127 y T. villosa, mostraron una alta actividad manganeso peroxidasa y solo C. versicolor v. antarcticus mostró una alta actividad de lignino peroxidasa. La actividad tirosinasa fue evidente en las cepas D y F de G. applanatum y en Phanerochaete chrysosporium HHB 11741. La decoloración del licor negro Kraft reveló una actividad ligninolítica variable para las diferentes cepas estudiadas dependiendo de la concentración utilizada. Algunos hongos mostraron una moderada actividad ligninolítica con grandes halos de decoloración (p.e. Pleurotus sajor-caju y Steccherinium sp. BAFC 1171) indicando un significativo potencial para el aprovechamiento biotecnológico de estas cepas.


  Palabras clave: enzimas oxidativas, hongos de pudrición blanca, screening.

  


  INTRODUCTION


  The major component of biomass is lignocellulose and it represents the most abundant renewable organic resource in soil. A large amount of cellulose, hemicellulose and lignin by-products from agriculture and forestry are usually wasted (Sánchez, 2009). Lignocellulosic plant material can be efficiently decomposed by wood-decaying filamentous fungi (Basidiomycota and Ascomycota), which are indispensable for the Earth's carbon cycle, generation of soil humic matter and formation of soil fine structure. These fungi can be frequently found in Nature forming brackets, caps or resupinaceous (corticioid) fruiting bodies on wood, thus facilitating their sexual basidiospores dissemination (Lundell et al., 2010).


  The ability to break down lignin, the most recalcitrant component of cell walls, to CO2 has become an essential role in the carbon cycle played by a small group of basidiomycetes commonly called white-rot fungi (WRF). This potential, mainly based on their strong oxidative activity and low substrate specificity of their ligninolytic enzymes, has been also proposed for the degradation of a variety of persistent environmental pollutants (Tekere et al., 2001a; Levin et al., 2004). As a secondary benefit, promising WRF may be used not only to alleviate environmental deterioration derived from lignocellulosic residue generation, but also to promote its bioconversion to different added-value products (Millati et al., 2011).


  The enzyme production of phenol-type oxidases differentiates WRF behavior from other wood-rotting basidiomycetes and different wood decomposers (Cañas and Camarero, 2010).


  Extracellular enzymatic systems of WRF display differential features depending on the species, strains and culture conditions. Nevertheless, they usually involve enzymes such as lignin peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14), able to directly oxidize non-phenolic units, whilst manganese peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13) and laccase (Lac, EC 1.10.3.2) preferentially oxidize phenolic compounds, although non-phenolic units may eventually be degraded in the presence of mediators (Saparrat et al., 2002; Lundell et al., 2010).


  Biotechnological applications developed in the postgenomic era are associated with the use of isoenzymes (or the genes involved) with different physicochemical properties such as pI, optimal pH, response to inducers and repressors, etc. These particular features make them interesting to be used in "tailor made processes". On the other hand, there is some evidence that same species from different habitats may show different genomic and proteomic features that may be exploited for relevant biotechnological applications (Tekere et al., 2001b; Fonseca et al., 2010).


  Exploration and description of new microorganisms from rich and vast biodiversity of poorly explored natural environments can reveal innovative capacities for potential biotechnological applications such as bioremediation and biomass conversion, areas where WRF play an essential role (Saparrat et al., 2002; Levin et al., 2004; Sánchez, 2009; Giorgio et al., 2012). Moreover, the relevance of screening new isolates in addition to culture collection strains has been already highlighted (Tekere et al., 2001a).


  The aim of this study was to disclose qualitative differences in the production of oxidative enzymes in subtropical WRF native from Misiones (Northeast, Argentina) and to categorize most promising strains for future biotechnological applications on biomass conversion.


  MATERIAL AND METHODS

  Microorganisms


  This work includes strains from the United States, such as Phanerochaete and Ceriporiopsis of recognized efficiency on biomass conversion such as biopulping (Blanchette and Burnes 1988; Akhtar et al., 1993; Ferraz et al., 2003; Villalba et al., 2006), in order to compare them with the native strains in the Misiones province.


  The fungal strains used in the present work were previously isolated from the subtropical rainforest of Misiones (Argentina) and properly deposited in public culture collections. Ganoderma applanatum (strains A, B, C, D, E, F) and Pleurotus sajor-caju were deposited at the Culture Collection of the Faculty of Forestry, Universidad Nacional de Misiones, Argentina. Coriolus versicolor f. antarcticus BAFC 266, Phlebia brevispora BAFC 633, Pycnoporus sanguineus BAFC 2126, Trametes elegans BAFC 2127, Trametes villosa BAFC 2755 and Steccherinium sp. BAFC 1171 were deposited at the Mycological Culture Collection of the Department of Biological Sciences, Faculty of Exact and Natural Sciences, Universidad de Buenos Aires, Argentina.


  On the other hand, fungi used for comparison purposes such as Ceriporiosis subvermispora FP 90031, Phanerochaete chrysosporium ME 446, P. chrysosporium BKMF 1767, Ceriporiosis subvermispora L 6332, P. chrysosporium HHB 11741 and C. subvermispora FP 105752 were provided by the Center for Forest Mycology Research, Forest Products Laboratory, USDA, USA.


  Culture conditions


  Stock cultures of fungal strains were maintained by periodic sub-culturing on malt extract agar plates containing 12.7 g/l malt extract and 20 g/l agar (MEA) incubated for seven days at 28°C. Sub-cultures were carried out every 30 days followed by storage at 4°C. Inocula consisted in 0.5-mm2agar plugs covered with mycelium from five-seven-day-old colonies previously grown at 28°C on MEA plates. Mycelium plugs were aseptically cut from actively growing zones and then, transferred to the corresponding plates for screening.


  Tests were performed in triplicate and repeated when the target reaction was not induced.


  Enzyme detection on solid media


  Enzymes are assumed as extracellular form if they diffuse widely into the agar which was not yet overgrown (Gramss et al., 1998).


  Phenoloxidase activity (PhOX) is noticed by the agar color change of samples grown on solid MEA supplemented with 0.5% w/v tannic acid (Bavendamm 1928, Serrano Silva et al. 2010). After seven days of incubation at 28°C, a dark brown color around the mycelium is considered a positive result (Rayner and Boddy, 1988).


  Peroxidase (POX) activity was also revealed by pouring equal parts of 0.4% v/v H2O2 and 1 % w/v pyrogallol on MEA growth plates. A yellowish-brown color in the solid media indicates a positive result. POX is rated positive when staining with H2O2 is clearly browner than those without H2O2. The high rate of applied H2O2 ensured the partial inhibition of most laccase activities, as previously recommended (Gramss et al., 1998).


  To reveal laccase activity (Lac), fungi were grown at 28°C on plates with MEA medium supplemented with the textile dye Vilmafix® Blue RR-BB dye (0.2 g/l) (Pajot et al., 2007). After complete decolorization (five days), the plate was covered with 1.2 mM ABTS [2,2'-azino-bis(3ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)] in acetate buffer pH 4.5 and incubated in the dark for 20 min. The appearance of green color in the solid media indicates a positive result. A solution containing 0.7 mM H2O2 was subsequently added to the previous plate in order to reveal peroxidase activity (POX). The intensification of green color is considered a positive reaction (Murugesan et al., 2007).


  Another useful technique for Lac detection was used as follows. Fungi were grown for five days at 28#ºC on MEA plates. Lac activity was evidenced by adding 12.4 g/l guaiacol in 96% v/v ethanol. The appearance of an orange coloration after 4 h is considered a positive result (López et al., 2006).


  A third test carried out to detect Lac activity was performed by inoculating fungal strains on MEA plates at pH 4, 5 or 6, containing 0.8 g/l 2,6-dimethoxyphenol (DMP), as an adaptation of previous protocols for Lac evaluation in liquid media (Park et al., 2008; Flores et al., 2009). Dark orange oxidation zones were daily measured during 5 days.


  To detect manganese peroxidase activity (MnP) fungi were grown on MEA plates for five days at 28°C. Plates were developed by the addition of 0.03 mM N,N,N',N'tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD), 1 mM H2O2, 0.7 mM MnSO4·7H2O, in citrate-phosphate buffer pH 5.0. Enzyme activity is evidenced by the occurrence of a purple color on the agar plates (Toh et al., 2003).


  For lignin peroxidase activity (LiP), WRF were grown on MEA for five days at 28°C and plates were then revealed with 32 mM Azure II in tartrate buffer pH 4.5 plus 0.1 mM H2O2 (Archibald, 1992; Zhao et al., 1996). The discoloration after ten min is considered a positive result.


  Tyrosinase (Tyr) activity was assessed according to a modified method by Rayner and Boddy (1988). After fungal growth on MEA for five days at 28°C, Tyr was revealed with 1 % w/v pyrocatechol in phosphate buffer pH 7.4. A brownish pink color on the agar plates after ten min is considered positive.


  Black liquor decolorization assays on solid medium


  In order to test the fungal ability for decolorization usually associated with ligninolytic activity, fungi were inoculated onto plates containing a culture medium supplemented with two different concentrations of Kraft liquor effluent.


  Lignin degradation was assayed on plates containing 10 g/l glucose malt agar supplemented with either 3.3 or 6.6 % v/v black liquor. Black liquor, a lignin-rich effluent of the Kraft cooking process, was obtained at laboratory scale and consisted mainly of remaining substances after dissolving wood components in the cooking chemicals. Degradation was followed by measuring changes from 3rd to 14th culture day (Fonseca et al., 2010).


  RESULTS

  Enzyme detection on solid media


  Many microorganisms producing ligninolytic enzymes have been selected using solid media containing substrates or dye indicators that allow direct visualization of enzyme production (Nishida et al., 1988, De Jong et al., 1992; Barbosa et al., 1996).


  Data corresponding to ligninolytic activities detection on solid media for all tested fungal strains are presented in Table 1 and are representative of three independent experiments. Screening criteria for ligninolytic enzyme activities on solid media (MEA) with different indicators are shown in Fig. 1.
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  Malt agar medium supplemented with tannic acid is frequently used to detect the presence of extracellular oxidases which are generally characteristic of ligninolytic activity (Bavendamm, 1928; Morozova et al. 2007; Herter et al. 2012). Many of the tested fungi showed activity when grown in tannic acid-amended medium (Table 1). C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, P. sanguineus BAFC 2126 and P. brevispora BAFC 633 (with no evident growth) showed the maximal oxidation of tannic acid. On the other hand, G. applanatum (strains D and F), Steccherinium sp. BAFC 1171 and T. elegans BAFC 2127 were able to grow in this medium with moderate PhOX activity. Conversely, C. subvermispora FP 90031 and C. subvermispora FP 105752, G. applanatum strains A, B, C, E, and T. villosa BAFC 2755, showed PhOX release under these conditions but were unable to grow, a fact probably related to the high tannic acid concentration applied (Gramss et al., 1998).


  In the present work, textile dye Vilmafix® Blue RR-BB was totally decolorized after five days of cultivation with C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, P. brevispora BAFC 633 and C. subvermispora FP 105752. Fungi G. applanatum strain E, P. sanguineus BAFC 2126 and P. brevispora BAFC 633 revealed high Lac activity when confronted to ABTS and the blue-green intensity of haloes was increased after addition of H2O2 due the presence of POX (Table 1). Other fungi like C. subvermispora FP 105752, C. subvermispora FP 90031, C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, G. applanatum cepa A, P. sajor-caju and Steccherinium sp. BAFC 1171 showed moderate Lac and POX activity. T. villosa BAFC 2755 showed moderate Lac activity while showed high POX activity (Table 1). Additionally T. elegans 2127 and G. applanatum (strain D and F) showed low activity Lac and revealed POX activity more intense (Table 1). C. subvermispora L6332, P. chrysosporium ME 446, P. chrysosporium HHB 11741 did not show ABTS oxidation (Table 1.). In the results analysis, it was important to consider the degree of discoloration achieved during growth, prior to the addition of ABTS ± H2O2, since it could be interpreted as false positives; therefore discoloration plates were taken as positive controls to determine the Lac and POX real activities during development.


  The detection of POX with pyrogallol plus H2O2 appeared a quite sensitive technique and showed activity in most of the tested fungi with the exception of P. chrysosporium ME 466, C. subvermispora L 6332 and P. chrysosporium BKMF 1767, latter two confirmed previous results with ABTS/ H2O2 (Table 1). The wide distribution of POX reaction found virtually in all tested fungi, particularly when assayed by pyrogallol/ H2O2 (Table 1), has been also documented for different ecological groups of fungi (Gramss et al., 1998). The extracellular nature of detected enzymes was also herein observed. The role of POXs could be essential for wood degradation, as already emphasized for the degradation of litter (Gramss et al., 1998).


  When the guaiacol modified technique was applied, most of the above results for Lac activity could be confirmed, being C. subvermispora FP 90031 the highest positive (Table 1). Meanwhile, P. brevispora BAFC633, G. applanatum (strains A and C), P. sanguineus BAFC 2126, T. villosa BAFC 2755, T. elegans BAFC 2127, C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, P. sajor-caju and C. subvermispora FP 105752 showed qualitatively lower guaiacol oxidation. Negatives as those of G. applanatum (strain B, D, E and F), P. chrysosporium HHB 11741, P. chrysosporium ME 466 and Steccherinium sp. BAFC 1171 might be related to the inability of some laccases to oxidize certain substrates depending on their redox potential (Pajot et al., 2007). The presence of Lac as one of the main ligninolytic activities was not unexpected, in agreement with previous screening reports on native argentinian fungi (Saparrat et al., 2002).


  Many authors have used DMP for laccase quantification (Park y Park, 2008; Flores et al., 2009). In this paper, the method was applied to solid medium. In agreement with ABTS and guaiacol data (Table 1), C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, P. brevispora BAFC 633, C. subvermispora FP 105752, T. villosa BAFC 2755, and C. subvermispora FP 90031 gave highly positive results for DMP oxidation at 4 and 5 pH values (Table 2). On the other hand, marked Lac activities for G. applanatum strain A, P. sajor-caju and P. sanguineus BAFC 2126 were also coincident with results from ABTS and guaiacol tests (Table 1), but in the case of Steccherinium sp. BAFC 1171, negative results from DMP (Table 2) showed more correlation with guaiacol oxidation (Table 1).
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  Concerning MnP, G. applanatum (strains D and F), T. elegans BAFC 2127, T. villosa BAFC 2755 and C. versicolor f. antarcticus BAFC 266 showed the highest MnP activity. Likewise, moderate activities were found in C. subvermispora FP 90031 and P. sanguineus BAFC 2126 (Table 1).


  The highest LiP activity was found in C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, followed by G. applanatum (strains A, D and F), T. elegans BAFC 2127, T. villosa BAFC 2755 C. subvermispora FP 90031 and P. chrysosporium BKM-F 1767, as indicated by the marked degradation of Azure II (Table 1). These findings resulted particularly relevant considering a previous screening on the ligninolytic potential of other argentinian fungi where LiP activity could not be detected (Saparrat et al., 2002). However, they showed correlation with positive results from Zhao et al. (1996) and Levin et al. (2004). As these authors already found, the herein applied LiP technique was highly successful to this purpose.


  Considering LiP positive results on P. chrysosporium strains (Table 1), it would interesting to note that differences on the detection methodology, as well as the influence of culture medium and/or conditions should not be neglected at the time of evaluating LiP production (Zhao et al., 1996; Tekere et al., 2001a; Saparrat et al., 2002; Levin et al., 2004).


  With regard to Tyr activity, it was distinctly detected in P. chrysosporium HHB 11741, and to a lesser extent, in G. applanatum (strains D and F) (Table 1).


  Black liquor decolorization assays on solid medium


  Approximately half of the fungi tested showed discoloration at both concentrations tested. In many cases, reasonably, the discoloration was lower at the highest concentration of black liquor tested. P. sajor-caju showed the highest decolorization rates at both concentrations used, followed by Steccherinium sp. BAFC 1171, T. elegans BAFC 2127, G. applanatum strain A and P. sanguineus BAFC 2126. Other fungi showed very good discoloration, but mostly at the lowest concentration of black liquor, such as G. applanatum strain D and C. versicolor f. antarcticus BAFC 266. Meanwhile, P. brevispora BAFC 633 was able to completely decolorize the black liquor only at a concentration of 3.3 % (v/v), and 6 of the 17 fungi tested showed no discoloration at any of the concentrations tested, especially for strains of P. chrysosporium and C. subvermispora.


  The demonstrated Kraft liquor degradation capability achieved by some tested fungi along 14 days of cultivation thus suggested their potential use for bioremediation of pulping industry effluents (Fonseca et al., 2010). The reduced peak at 280 nm of the spectral scanning performed in broth of P. brevispora BAFC 633 supplemented with black liquor indicated fungal ligninolytic activity (Shimizu et al., 2009). The intensity of the absorbance is related to the lignin concentration, being significantly lower for the fungus treated samples.


  The apparent lack of correlation between ligninolytic enzyme profile and Kraft liquor discoloration was not completely unusual. Previous reports on dye decolorization by WRF also described similar results frequently attributed to other degradative mechanisms rather than ligninolytic system (Tekere et al., 2001a; Levin et al., 2004).


  The herein described screening tests allowed to reveal a hidden and up-to-date unexplored potential of wild fungi isolated from subtropical environments, which may behave as competent ligninolytic enzyme-producers, such as C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, G. applanatum strains A, D and F, P. sanguineus BAFC 2126, P. brevispora BAFC 633, T. elegans BAFC 2127 and T. villosa BAFC 2755. The ligninolytic enzyme machinery of these fungi might be considered for the residual lignin oxidation during biomass conversion, representing a promising and low cost bioremediation and bioconversion alternative (Fonseca et al., 2010; Giorgio et al., 2012).


  DISCUSSION


  As already described for different ecological groups such as litter decomposing, wood degrading and ectomycorrhizal fungi (Sinsabaugh et al., 2002), PhOX activity seemed to be common in the herein tested fungi.


  Unsurprisingly, only some fungi are able to grow in tannic acid-containing medium because tannins are usually toxic to microorganisms, mainly due to enzymatic inhibition, substrate deficiency, action on membranes and lack of metal ions (Ngono Ngane et al., 2006). Nevertheless, some fungi, bacteria and yeasts are quite resistant and capable of growing in the presence of tannins making its use justifiable to the screening purpose under stringent conditions (Bhat et al., 2007). Eventually, as previously proposed, the use of lower (1/10) tannic acid concentrations was proved to still induce browning in the presence of oxidative activities without inhibiting fungal growth (Gramss et al., 1998).


  Dye decolorization potential of different fungi has been extensively studied and associated to lignin degrading ability (Kersten y Cullen, 2007). It has been already documented that laccase enzyme of white rot fungi such as T. versicolor 951022 showed affinity and specific activity for ABTS (Moon-Jeong et al., 2005).


  The differences observed with the three substrates used for Lac screening could be attributed at different positions of chemicals groups and different affinities of Lacs for each compound (Min et al., 2001).


  Preceding results showed the relevance of investigating these ligninolytic activities according to different protocols and involving varied substrates in order to achieve more conclusive results. Additionally, data from DMP oxidation also gave evidence of the importance of pH at the time of screening these activities, being the highest values generally obtained at pH 4-5 (Table 2). These findings were in agreement with those from Tekere et al. (2001a), who also noted a preference for acidic pHs (< 4.5) for dye degradation by ligninolytic fungi.


  It should be however noted that, as previously emphasized, if detected ligninolytic activities were constitutive, titers may be subjected to the influence of inducers such as aromatic compounds or Cu2+ (Saparrat et al., 2002; Dhouib et al., 2005). These results were in agreement with others previously reported by Tekere et al. (2001a), Saparrat et al. (2002), Matos et al. (2007), Lin et al. (2003) and Basto et al. (2006) who also described high ligninolytic activities in closely related fungal specimens such as T. villosa, C. versicolor, G. applanatum and P. sanguineus, consequently proposed for different biotechnological applications.


  Different authors have earlier reported high MnP activity in other Trametes and Ganoderma species, e.g. in T. versicolor when grown with high carbon and nitrogen sources (Tekere et al., 2001b), and in G. lucidum IBL-05 as the only secreted enzyme (Bibi et al., 2009). The simultaneous presence of MnP and Lac has been already described as a typical feature in basidiomycetes (Tekere et al., 2001a; Saparrat et al., 2002).


  The simultaneous secretion of LiP and MnP in the studied fungi may represent a valuable potential as this enzyme association has been previously related to efficient degraders (Levin et al., 2004).


  Compared to other work on Tyr secretion, different chromogenic phenolic solutions were used for its detection, and these results were somehow divergent to the wide distribution of Tyr previously found in different ecological groups by Gramss et al. (1998). The extracellular nature of the Tyr activities described in the present work was also different with respect to previous reports on intracellular Tyr (Gramss et al., 1998), and this property was herein additionally confirmed since no ethanol was applied to dissolve the indicator substance.


  Considering the oxidative strains commonly used in USA in biopulping experiments, we observed that in general strains of local origin showed higher oxidative potential that Phanerochaete strains and similar to Ceriporiopsis strains. These finding described ligninolytic activities in isolates from the subtropical rainforest of Misiones are not unexpected. Previous reports on similar screening campaigns already drawn the attention to the highly adaptable physiology and heterogeneous enzyme systems of WRF isolated from harsh subtropical environments where a wide host range and tolerance are usually observed (Tekere et al., 2001a).


  The secreted oxidative enzymes may alleviate the environmental impact of industrial processes and chemical manufacturing during biomass conversion, among other applications (Sánchez, 2009). Special interest is based on their undeniable advantages and promising application in specific bioprocesses such as pre-treatment of lignocellulosic materials for bioethanol production, biosensors, bioremediation (Levin et al., 2004) and several processing steps related to the paper industry such as pulping (Villalba et al. 2006), bleaching, deinking, depitching and effluent treatment. Accordingly, next steps will pursue the knowledge of the molecular basis for the production of these biotechnology relevant enzymes, considering their prospective commercial insertion.


  At the same time, this work allowed to disclose certain differences in the enzymatic profiles of fungi belonging to the same genus and/or species. This fact highlighted once again, the relevance of evaluating the enzymatic potential of fungal isolates for each particular case, as a desired activity may not be always associated to a given microbial identity. This study also denoted that different methodologies for enzyme assessment would be not excluding but complementary, and may successfully help at the time of selecting fungal strains from nature in order to be applied with specific biotechnological purposes.


  CONCLUSIONS


  The screening tests showed that our subtropical environments yield effective ligninolytic enzymes producers such as C. versicolor f. antarcticus BAFC 266, G. applanatum strain F, Peniophora sp. BAFC 633, P. sanguineus BAFC 2126 and T. villosa BAFC 2755, that can be used on residual lignin oxidation during biomass conversion.
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  RESUMEN


  La micromorfología y las principales clases de componentes de las paredes de los laticíferos y del látex de Asclepias curassavica, Fischeria stellata, Gonioanthela axillaris, Matelea denticulata y Oxypetalum banksii, fueron analizadas y comparadas con las de especies de Apocynaceae de Cerrado. Los laticíferos de las especies estudiadas de diferentes tipos de bosques presentan características semejantes. Las paredes son primarias, altamente hidratadas, pecto-celulósicas y fuertemente adheridas a las paredes de las células adyacentes. El látex es blanco lechoso, constituido por polisacáridos, incluyendo mucílago, proteínas, lípidos, incluyendo ácidos grasos, compuestos fenólicos e alcaloides. Fischeria y Gonioanthela difieren de las demás especies por producir lípidos neutros. El látex de las especies investigadas está asociado a la protección de la planta contra herbivoría, pudiendo ser tóxico e inhibir la proliferación de microorganismos, además de coagular, sellando heridas de las plantas y funcionando como barrera física. Estas propiedades del látex proporcionan una mayor ventaja adaptativa a estas plantas en relación a las no latescentes.


  Palabras clave: Asclepiadeae, látex, metabolitos secundarios, pared celular.


  ABSTRACT


  Micromorphology and main substances of the laticifer walls and latex of Asclepias curassavica, Fischeria stellata, Gonioanthela axillaris, Matelea denticulata, and Oxypetalum banksii were analyzed and compared with those of Apocynacean Cerrado species. Laticifers of the studied species from different rainforest vegetations exhibit similar features. The walls are primary, highly hydrated, pectic-cellulosic, and firmly attached to adjacent cell walls. The latex is milky white, constituted by polysaccharides, including mucilage, proteins, lipids, including fatty acids, phenolic compounds, and alkaloids; however, Fischeria and Gonioanthela differ from the other species for also producing neutral lipids. The latex of the investigated species is related to plant defense against herbivory, and may be toxic and inhibit microorganism proliferation. Also, it can coagulate, sealing plants wounds and working as a physical barrier. These latex properties provide greater adaptive advantage to these plants in relation to non-latescent plants.


  Keywords: Asclepiadeae, cell wall, latex, secondary metabolites.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los laticíferos están presentes en todos los representantes de Apocynaceae sensu lato (Solereder, 1908; Metcalfe y Chalk, 1950) y su ocurrencia fue considerada por Metcalfe y Chalk (1950), una de las principales características que demuestran la relación próxima entre las familias, hasta entonces separadas, Apocynaceae y Asclepiadaceae. Actualmente, Asclepiadaceae corresponde a dos subfamilias de Apocynaceae (Endress y Bruyns, 2000).


  Las paredes de los laticíferos pueden ser finas o engrosadas, son altamente hidratadas y contienen una gran proporción de sustancias pécticas y hemicelulosas (Fahn, 1979). La composición, el arreglo de las moléculas y el metabolismo de la pared celular están relacionados a las características del crecimiento de una célula vegetal (Carpita y McCann, 2000) y, aunque haya discordancia con relación al modo de crecimiento de los laticíferos en las especies de esta familia (Demarco et al., 2006), poco se sabe sobre sus paredes (Serpe et al., 2001; Serpe et al., 2002; Demarco et al., 2006).


  El látex contiene una suspensión o emulsión de pequeñas partículas en un líquido (Fahn, 1979) que generalmente es denominado como el contenido vacuolar (Warnaar, 1982; Giordani y Lafon, 1993); sin embargo, actualmente es considerado el protoplasto del laticífero (Demarco et al., 2006), puesto que todo su protoplasto se libera en la gota de látex que exuda cuando el laticífero se ha roto. En algunos casos, la composición de la fracción particulada del látex puede servir como auxiliar en la distinción de especies morfológicamente semejantes, como ocurre en Hoya y Plumeria (Van Die, 1955; Baas et al., 1981).


  Diversas sustancias pueden ser encontradas en el látex, como hidrocarburos poliisoprénicos, triterpenos y esteroides, ácidos grasos y aromáticos, carotenos, fosfolípidos, proteínas, constituyentes inorgánicos, azúcares, granos de almidón, taninos y alcaloides (Van Die, 1955; Fahn, 1979).


  En Apocynaceae, el látex puede contener terpenos, tales como hidrocarburos poliisoprénicos (caucho) y triterpenos, ácidos grasos y aromáticos, fitoesteroles, polisacáridos, cardenolídeos, compuestos fenólicos, alcaloides y enzimas (Van Die, 1955; Yoder y Mahlberg, 1976; Groeneveld y van der Made, 1982; Warnaar, 1982; Giordani y Lafon, 1993; Appezzato-da-Glória y Estelita, 1997; Sacchetti et al., 1999; Giordani et al., 2000) y en ciertas especies, algunas de estas sustancias como el caucho y alcaloides poseen importancia económica y/o medicinal (Metcalfe y Chalk, 1950; Yoder y Mahlberg, 1976). El látex posee diferentes funciones como proteger contra herbivoria, ataque de microorganismos y sellar heridas de las plantas (Fahn, 1979; Farrell et al., 1991; Demarco et al., 2006; Pickard, 2008), confiriendo mayor éxito evolutivo a las plantas latescentes en relación a las no latescentes en los diversos ambientes (Farrell et al., 1991).


  Aunque algunas técnicas histoquímicas sean ampliamente difundidas y actualmente haya diversos métodos para la detección de las más variadas sustancias, pocos investigadores han realizado estudios histoquímicos integrales de las estructuras secretoras de las plantas que contemplen diversas clases químicas de sustancias. A pesar de la gran cantidad de estudios químicos sobre los compuestos presentes en especies de Apocynaceae de importancia medicinal, pocos trabajos identificaron el lugar de producción de estas sustancias. En relación al látex de especies de Apocynaceae, la mayor parte de los estudios se restringe a una o pocas clases de sustancias (Wilson et al., 1976; Yoder y Mahlberg, 1976; Baas et al., 1981; Groeneveld y van der Made, 1982; Warnaar, 1982; Giordani y Lafon, 1993; Appezzato-da-Glória y Estelita, 1997; Sacchetti et al., 1999; Giordani et al., 2000) y apenas el estudio efectuado por Van Die (1955) tuvo un enfoque más incluyente, donde fue investigada la fracción particulada del látex de especies de 46 géneros pertenecientes a Rauvolfioideae y Apocynoideae. No hay estudios que hayan investigado si existe variación en la composición general del látex en diferentes ambientes.


  Dada la falta de datos sobre la composición de la pared del laticífero y la información restricta sobre el látex de especies de Apocynaceae, en el presente trabajo se propone analizar la micromorfología de los laticíferos e identificar las principales clases químicas de las sustancias que componen las paredes y el látex de cinco especies de Asclepiadoideae de bosques; además de comparar los resultados obtenidos a partir de estas especies con los datos disponibles en la literatura sobre laticíferos de especies de Apocynaceae de cerrado (s.l.).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  El material de estudio fue obtenido en el Parque Estadual da Serra do Mar – Núcleo Picinguaba, en el municipio de Ubatuba, São Paulo, Brasil (23#º21'S y 44#º51'W). Tres individuos de cada especie, pertenecientes a la tribu Asclepiadeae (Asclepiadoideae, Apocynaceae), fueron colectados para este estudio: individuos de Gonioanthela axillaris (Vell.) Fontella & E.A. Schwarz (D Demarco 35; 15/ julio/2005; D Demarco 48; 12/enero/2006; D Demarco 49; 12/enero/2006) y Oxypetalum banksii subsp. banksii Roem. & Schult. (D Demarco 57; 21/noviembre/2007; D Demarco 70; 03/marzo/2008) fueron colectados en bosques de restinga; individuos de Asclepias curassavica L. (D Demarco 52; 07/febrero/2006; D Demarco 66; 12/diciembre/2007; D Demarco 68; 13/diciembre/2007), Fischeria stellata E. Fourn. (D Demarco 58; 21/noviembre/2007; D Demarco 60; 21/ noviembre/2007) y Matelea denticulata (Vahl) Fontella & E.A. Schwarz (D Demarco 37; 16/julio/2005; D Demarco 38; 16/ julio/2005) fueron colectados en el bosque ombrófilo denso de tierras bajas. Material testigo de los individuos utilizados fueron depositados en el Herbario de la Universidade Estadual de Campinas (UEC 181929 a 181940).


  Ramas vegetativas fueron cortadas con una lámina caliente para mantener el látex al interior de los laticíferos, luego fueron fijadas en FAA (formaldehído, ácido acético y alcohol etílico 50 %) por 24h (Johansen, 1940), FNT (formalina neutra tamponada; Lillie, 1965) y SFF (sulfato ferroso en formalina; Johansen, 1940) por 48h y almacenadas en alcohol etílico 70 %. Los tallos y hojas fijados en FAA fueron seccionados transversalmente para análisis micromorfológica de los laticíferos. Los fragmentos fueron deshidratados en una serie etílica, desecados por el método de punto crítico, montados y metalizados con oro. Las observaciones y el registro de imágenes fueron efectuadas en microscopio electrónico de barrido (MEB) Jeol JSM 5800 LV a 10 KV con cámara digital acoplada.


  Para el análisis histoquímico, los ápices vegetativos fueron aislados, deshidratados en serie butílica (alcohol butílico terciario; Johansen, 1940), incluidos en "paraplast" y seccionados transversal y longitudinalmente con 10 μm de grosor en micrótomo rotativo (Microm HM340E). Algunas secciones fueron coloreadas con la triple coloración de Flemming (Johansen, 1940) y las láminas montadas en resina sintética para análisis de la composición de la pared de los laticíferos. Los materiales fijados en FAA fueron utilizados para evidenciar las sustancias hidrófilas, los fijados en FNT para las lipófilas y los fijados en SFF para confirmar los resultados de los compuestos fenólicos.


  Los tratamientos realizados para evidenciar los principales componentes de las paredes de los laticíferos y del látex fueron: rojo de rutenio para pectinas (Johansen, 1940) y mucílagos ácidos (Gregory y Baas, 1989), ácido tánico y cloruro férrico para mucílago (Pizzolato, 1977), reacción PAS (Periodic-Acid-Schiff's reagent; pararosanilina C.I. 42500) para polisacáridos (Jensen, 1962), reactivo de Lugol para almidón (Johansen, 1940), azul de anilina (C.I. 42755) para calosa (Smith y McCully, 1978), negro de almidón B (C.I. 20470) para proteínas (Fisher, 1968), negro de Sudán B (C.I. 26150) y Sudán IV (C.I. 26105) para lípidos (Pearse, 1985), sulfato azul de Nilo (C.I. 51180) para lípidos ácidos y neutros (Cain, 1947), acetato de cobre y ácido rubeánico para ácidos grasos (Ganter y Jollés, 1969; Ganter y Jollés, 1970), cloruro férrico para compuestos fenólicos (Johansen, 1940), floroglucina acidificada para lignina (Johansen, 1940), reactivos de Dragendorff (Svendsen y Verpoorte, 1983) y Wagner (Furr y Mahlberg, 1981) para alcaloides. Las láminas histológicas del material fijado en sulfato ferroso en formalina y las dela prueba con negro de almidón B fueron montadas en resina sintética y las demás en gelatina glicerinada.


  Los ápices caulinares fueron mantenidos por 48h en solución compuesta por metanol/cloroformo/agua/HCl (High, 1984) para realización del control de las pruebas para sustancias lipófilas. Después de este período, los materiales fueron fijados en FNT y SFF y recibieron el mismo tratamiento de las demás piezas. Los controles de las pruebas para sustancias hidrófilas fueron realizadas conforme las respectivas técnicas.


  Las fotomicrografías fueron obtenidas en microscopio Olympus BX 51 y las escalas de las figuras fueron calculadas a través de la lámina micrométrica fotografiada en las mismas condiciones ópticas de las demás ilustraciones.


  RESULTADOS


  Los laticíferos de los tallos y hojas (Fig. 1) de Asclepias curassavica, Fischeria stellata, Gonioanthela axillaris, Matelea denticulata y Oxypetalum banksii poseen características semejantes en relación a su desarrollo. Las células de los meristemas primarios, entre las que se encuentran los ápices de los laticíferos, poseen paredes que colorean de naranja por la triple coloración de Flemming (Fig. 2A-B). Al ser adicionada a los laticíferos, las células comienzan a acumular secreción en su interior (Fig. 2B) y después de la disolución de las paredes transversales, la composición de las paredes es alterada y estas pasan a colorear de violeta (Fig. 2A,C). Esta afinidad diferenciada de las paredes por el colorante violeta cristal al inicio del desarrollo de los laticíferos persiste hasta que ellos alcanzan el diámetro máximo y cesan el crecimiento por estiramiento. En estas porciones maduras de los laticíferos, las paredes retornan a su mayor afinidad por el naranja G.
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  Las paredes de los laticíferos son primarias, altamente hidratadas, más gruesas que las paredes de las células parenquimáticas adyacentes y, aparentemente, con una alta concentración de pectinas (Fig. 2D-F), además de la identificación de polisacáridos totales (Fig. 3A-B) y proteínas (Fig. 3D). No se detectaron lípidos, lignina ni callosa (Tabla 1). En materiales procesados para microscopia electrónica de barrido, las paredes de los laticíferos poseen grosor semejante a las de las células parenquimáticas adyacentes (Fig. 1B-E) y tienen superficie levemente irregular (Fig. 1E, cabeza de flecha). Este engrosamiento irregular puede ser observado en algunas secciones transversales de los laticíferos (Fig. 2D).
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  La lamela media es especialmente gruesa y rica en pectina en la región de adhesión entre el laticífero y las células adyacentes desde sus porciones más jóvenes (Fig. 2G), con ausencia de espacios intercelulares en estas regiones (Figs. 1B, D-E, 2G y 3A). Espacios intercelulares son observados raramente entre el laticífero y las células adyacentes y cuando están presentes ocurren apenas en órganos adultos (Fig. 1C, flecha delgada).


  El látex es el propio protoplasto del laticífero y, en materiales bien fijados, llena el lumen celular (Figs. 1B-C, 2A-C, E-F y 3A-J). Este está compuesto por una vacuola única y central que ocupa la mayor parte del lumen celular, mientras que el restante del citoplasma y los núcleos están restringidos a una fina capa parietal, que puede ser distinguida por el color más intenso en la coloración estructural (Fig. 2A,C). In vivo, el látex de las cinco especies analizadas es blanco lechoso. Las diferentes sustancias que lo componen están presentes tanto en la vacuola central como en el citoplasma parietal y las pruebas histoquímicas evidenciaron los diferentes metabolitos en todo el protoplasto (Figs. 2E-F y 3A-K).


  El látex está compuesto por diversas sustancias (Tabla 2) y esta heterogeneidad puede ser observada en la triple coloración de Flemming (Fig. 2A-C). El látex de Asclepias, Fischeria, Gonioanthela, Matelea y Oxypetalum posee los mismos metabolitos secundarios, siendo compuestos por polisacáridos (Fig. 3A-B), incluyendo mucílago (Figs. 2E-F y 3C), proteínas (Fig. 3D), lípidos (Fig. 3E-H), incluyendo ácidos grasos (Fig. 3I), compuestos fenólicos (Fig. 3J) y alcaloides (Fig. 3K-L, Tabla 2). La única excepción se refiere a los lípidos. En el tratamiento con sulfato azul de Nilo, lípidos ácidos fueron detectados en el látex de todas las especies (Fig. 3H, Tabla 2), mientras que lípidos neutros están presentes solo en Fischeria y Gonioanthela (Fig. 3G, Tabla 2). Al contrario de las demás sustancias comúnmente observadas en abundancia, los alcaloides fueron localizados siempre en cantidad reducida en las cinco especies (Fig. 3K-L).
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  No fue observada cualquier señal de herbivoría en los individuos de las especies investigadas y posteriores a la colecta, el látex inmediatamente se desborda por la región seccionada y algunos segundos después, disminuye el flujo y coagula, sellando la herida.


  DISCUSIÓN


  Los laticíferos de Asclepias curassavica, Fischeria stellata, Gonioanthela axillaris, Matelea denticulata y Oxypetalum banksii tienen paredes finas y eventualmente engrosadas de manera irregular, como ha sido descrito en la literatura para otras especies (Fahn, 1979; Mahlberg, 1993; Demarco et al., 2006).


  Las paredes también pueden ser selladas por sustancias incrustantes o adcrustantes (Fineran et al., 1988); sin embargo, los laticíferos de las especies estudiadas no reaccionaron positivamente a las pruebas para calosa, suberina y lignina; sin embargo, así como en Aspidosperma australe y Blepharodon bicuspidatum (Demarco et al., 2006), sus paredes son exclusivamente pecto-celulósicas. Estas presentan características químicas distintas de las paredes de las demás células y varían a lo largo del desarrollo del laticífero. Con la utilización de la triple coloración de Flemming, se observó que las paredes de las porciones jóvenes de los laticíferos colorean de violeta y después estas alcanzan el diámetro máximo y cesan el crecimiento, las paredes pasan a colorearse de naranja. Estas diferencias no ocurren en las demás células de los tejidos adyacentes y demuestran que los laticíferos poseen paredes con composición distinta de las paredes de las demás células. Esta misma variación en las características de la pared también fue observada en Aspidosperma australe (Demarco et al., 2006).


  La coloración violeta de las paredes de las porciones jóvenes de los laticíferos se debe al carácter ácido de estas y puede ser dado por una mayor proporción de pectinas, una vez que estas son polisacáridos heterogéneos, ramificados y altamente hidratados, ricos en ácido galacturónico (Carpita y McCann, 2000). En meristemos y células en expansión, donde las concentraciones de iones Ca2+ son mantenidas muy bajas, puede haber significativa de-esterificación de los homogalacturonanos (pectinas) sin que ocurra ligación con iones Ca2+, alterando la densidad de cargas y el pH local (Carpita y McCann, 2000). Eso puede explicar la coloración de las paredes e indicar que estas permanecen más expansibles cuando colorean en violeta, auxiliando en el aumento del diámetro celular y también acentuando su carácter higroscópico, debido a la presencia de gran cantidad de aniones debido al carácter ácido dado por la grande producción y concentración de pectinas, explicando la variación de grosor observada en materiales hidratados y deshidratados, como en microscopia eletrónica de barrido. Las paredes de los laticíferos colorean en naranja en las porciones maduras, pues parte de los aniones de las pectinas está interactuando con los iones Ca2+, haciendo las paredes más rígidas. Aunque los laticíferos de especies de Convolvulaceae sean sellados por una lamela de suberina (Fineran et al., 1988), los de Apocynaceae aparentemente no presentan ningún tipo de sustancia hidrofóbica en las paredes y son permeables al agua. Cuando un órgano es cortado, hay una disminución de la presión de turgor en los laticíferos y el agua de los tejidos adyacentes atraviesa la pared contribuyendo para la exudación del látex (Downton, 1981; Pickard, 2008), generando una exudación más profusa que en Convolvulaceae.


  Serpe et al., (2001) y Serpe et al., (2002) investigaron imunocito químicamente las paredes de los laticíferos de Asclepias speciosa con relación a la presencia de sustancias que las diferencien de las paredes de las demás células; calosa, lignina y compuestos fenólicos no fueron encontrados, pero ellos constataron que la porción madura de los laticíferos tiene propiedades citoquímicas diferentes de las paredes de la porción más joven con relación a epitopos de pectina y que los diferentes componentes de la pared exhiben patrón de distribución distinta. Estas mismas características se observaron en el análisis histoquímico de las paredes de los laticíferos en el presente estudio y también fueron observadas durante el desarrollo de los laticíferos en especies de cerrado (Demarco et al., 2006).


  En todas las especies analizadas, los laticíferos están fuertemente adheridos a las células adyacentes por regiones ricas en pectina desde sus porciones más jóvenes y raramente son observados espacios intercelulares a su alrededor y, cuando presentes, estos ocurren apenas en órganos adultos, después del término de crecimiento del laticífero. Debido a esta adhesión, se demuestra que es improbable la ocurrencia de crecimiento intrusivo y la actuación de pectinasas que faciliten el crecimiento del laticífero entre las células de los demás tejidos, como generalmente es referido para las especies de Apocynaceae (Wilson et al., 1976). En efecto, el estudio ontogenético de los laticíferos de las mismas cinco especies investigadas en este trabajo (Demarco y Castro, 2008) probó que estos son articulados anastomosados, cuya disolución de las paredes transversales ocurre próxima a sus ápices aún en medio a los meristemos primarios.


  El látex está presente desde la porción más joven del laticífero y lo llena, correspondiendo a su propio protoplasto. Mediante la técnica de colecta utilizada en el presente estudio, este permanece bien preservado y las membranas intactas, con la vacuola central llenando casi todo el lumen celular y el restante del citoplasma con los núcleos ocupando posición periférica. No obstante, haya degeneración parcial del protoplasto de los laticíferos durante su desarrollo, este permanece vivo en los laticíferos maduros. Según algunos autores, el protoplasto puede permanecer intacto o degenerar en la madurez (Fahn, 1979); sin embargo, su desarreglo aparentemente se debe a un artefacto durante el corte y fijación del material debido a una desestabilización de su presión de turgor, alterando todo su contenido. En materiales fijados con los debidos cuidados, esto no ocurre.


  El látex de las cinco especies es blanco lechoso, pero látex rojizo, amarillo y verdoso ya fueron registrados para otras especies de la familia (Solereder, 1908; Appezzato-da-Glória y Estelita, 1997) y su coloración puede variar hasta en una misma especie cuando comparada en diferentes órganos. En Mandevilla illustris e M. velutina (hoy M. pohliana), el látex de la parte aérea es blanco lechoso y el de la raíz es amarillo (Appezzato-da-Glória y Estelita, 1997). Este posee diversas clases químicas de sustancias que ocurren en todo el protoplasto y es compuesto por polisacáridos, incluyendo mucílago, proteínas, lípidos, incluyendo ácidos grasos, compuestos fenólicos y alcaloides. El látex de Fischeria stellata y Gonioanthela axillaris se diferencia de las demás especies por presencia también de lípidos neutros. Los alcaloides fueron detectados en pequeña cantidad en el presente estudio y según Yoder y Mahlberg (1976), hay diferencias cualitativas y cuantitativas en relación a los alcaloides dependiendo de la edad y del órgano analizado. Aunque el látex puede tener varios tipos de metabolitos secundarios, el generalmente es descrito teniendo predominantemente lípidos, especialmente terpenos (Van Die, 1955; Warnaar, 1982).


  Aunque los componentes del látex puedan ser utilizados para diferenciar especies, como en el caso de Hoya (Baas et al., 1981) y Plumeria (Van Die, 1955), el látex de las especies investigadas posee composición muy semejante con relación a las clases de metabolitos, lo que aparentemente está relacionado a la proximidad filogenética entre estos cinco géneros que pertenecen a la misma tribu – Asclepiadeae. Las secreciones pueden variar dependiendo del ambiente en que la planta se encuentra; sin embargo, no hay diferencias significativas entre la constitución del látex en las diferentes formaciones vegetales. Fischeria stellata fue colectada en bosque ombrófilo denso de tierras bajas y Gonioanthela axillaris en bosque de restinga y ambas poseen látex de composición semejante (incluyendo los lípidos neutros), así como lo observado entre Asclepias curassavica y Matelea denticulata (tierras bajas) y Oxypetalum banksii (restinga). En especies de Apocynaceae ocurrentes en el cerrado también fueron detectados lípidos, polisacáridos y proteínas en Mandevilla illustris y M. velutina (hoy M. pohliana; Appezzato-da-Glória y Estelita, 1997). Esta semejanza encontrada indica que el mecanismo de defensa seleccionado evolutivamente es semejante en las especies de la familia.


  El látex, en general, se asocia con la protección de la planta contra herbivoria, debido a la presencia de compuestos tóxicos o disuasivos alimenticios y compuestos que inhiben el crecimiento de microorganismos, además de sellar heridas a través de su coagulación (Farrell et al., 1991; Demarco et al., 2006). Algunos compuestos detectados en el látex de las especies estudiadas poseen estas propiedades, como los lípidos, compuestos fenólicos y alcaloides que pueden ser tóxicos e inhibir la proliferación de microorganismos, además de los lípidos tener la capacidad de coagular, sellando heridas y funcionando como una barrera física a la entrada de patógenos. La ausencia de depredación en todos los individuos de las especies investigadas y rápida coagulación del látex después de la colecta del material corroboran estas probables funciones. Otras diversas funciones ya fueron atribuidas al látex de Asclepias curassavica, como antifúngica, bactericida, actividades enzimáticas de glicosidasas involucradas en la degradación de la pared celular de hongos, proteasas, Rnasas, peroxidasas y ácido fosfatasas (Giordani et al., 2000), además de ser tóxico para larvas de insectos herbívoros generalistas (Dussourd y Hoyle, 2000). El látex también representa una defensa física, pues las mandíbulas del insecto pueden quedar adheridas entre sí o a la planta (Dussourd, 1990).


  Sin embargo, algunos herbívoros desarrollaron estrategias co-evolutivamente para conseguir alimentarse de plantas latescentes. Muchos insectos mandibulados cortan la nervadura principal o el pecíolo para que el látex escurra y después se alimentan de la parte distal al corte, donde la cantidad de látex es mínima. En general, estos insectos rompen apenas una nervadura, pero en plantas con sistema ramificado de laticíferos, ellos hacen un surco através de la hoja, damnificando diversas nervaduras y todas las regiones del sistema y así interrumpen el flujo de látex (Dussourd, 1990). Otros insectos son capaces de secuestrar sustancias tóxicas de la planta hospedera, mientras están en el estado larval, para usarlas en su propia defensa contra los enemigos naturales (Trigo, 2000). Por otra parte, algunos parásitos están perfectamente adaptados a vivir en el látex. Especies de Phytomonas (Trypanosomatidae) son parásitos intralaticíferos o floemáticos de transmisión obligatoria por picadas de hemípteros fitófagos y ya fueron registrados en especies de Asclepias. Las plantas infectadas y no infectadas tienen la misma apariencia, no siendo patogénicas al hospedero (Solarte et al., 1995).


  Segund Farrell et al., (1991), los linajes de plantas latescentes tiene mayor diversidad que sus grupos hermanos en diversos hábitats. De acuerdo a estos autores, los sistemas de canales o laticíferos promueven diversificación directamente – correlación genética, o indirectamente – aumentando el "fitness" individual. De esta forma, la innovación adaptativa, especialmente de defensa, confiere éxito evolutivo.
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  RESUMO


  As formas de utilização dos recursos espaciais e temporais por duas espécies simpátricas de Ameivula foram estudadas em um ecótono de Mata Atlântica e Caatinga, situado no Parque Nacional Serra de Itabaiana, Sergipe, Brasil. O estudo foi desenvolvido entre fevereiro de 2008 e janeiro de 2009. O método adotado foi o de busca ativa limitado por tempo, sendo utilizado o período das 06:00 às 18:00 h. As duas espécies foram verificadas ao longo de todos os meses de coleta, sendo A. ocellifera a com maior número de registros. Apesar da alta sobreposição de nicho temporal observada (Ojk = 0,90), A. ocellifera e A. abaetensis diferiram em relação aos horários de maior atividade. A. ocellifera foi avistado com maiores frequências (≥10 %) entre 08:00 e 13:00 h, enquanto que A. abaetensis, entre as 09:00 às 13:00 h. As duas espécies foram mais frequentes em dias ensolarados, com padrões similares de atividade no momento do avistamento, tendo as mesmas sido verificadas, em geral, andando sobre areia (A. ocellifera) ou folhas próximas à base de arbustos (A. abaetensis). Os comportamentos adotados pelas duas espécies de Ameivula em resposta à aproximação do observador foram diferenciados e estiveram relacionados ao grau de exposição e, consequentemente, de vulnerabilidade à predação. A coexistência de A. ocellifera e A. abaetensis na área de estudo está possivelmente relacionada a pequenas divergências no padrão de uso de recursos temporais e espaciais pelas duas espécies, sendo provavelmente essas diferenças resultantes de interações ecológicas atuais. Os dados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento sobre a história natural e ecologia das espécies de Ameivula e, principalmente, geram informações úteis para a conservação destas espécies em hábitats de transição Mata Atlântica-Caatinga.


  Palavras-chave: Ameivula abaetensis, Ameivula ocellifera, coexistência, ecologia, lagartos.


  ABSTRACT


  The forms of spatial and temporal resources use of two sympatric species of Ameivula were studied in an Atlantic Forest-Caatinga ecotone located in Parque Nacional Serra de Itabaiana, Sergipe, Brazil. The study was conducted between February 2008 and January 2009. The method used was an active search for a limited time, from 06:00 am to 06:00 pm. The species were observed during all months sampled, and A. ocellifera presented the highest number of sightings. Despite the high temporal niche overlap observed (Ojk = 0.90), A. ocellifera and A. abaetensis differed regarding the times of higher activity. A. ocellifera was most seen (≥ 10%) between 08:00 am and 01:00 pm, and A. abaetensis from 09:00 am to 01:00 pm. Both species were found more frequently on sunny days, with similar patterns of activity at the time of sighting, being usually observed walking on sand (A. ocellifera) or leaves near the base of shrubs (A. abaetensis). The behaviors demonstrated by both species of Ameivula in response to the approach of the observer were different and were related to the level of exposure along with the vulnerability to predation. The coexistence of A. ocellifera and A. abaetensis in the study area is possibly related to minor differences in the use pattern of temporal and spatial resources by both species, and these differences are probably due to the current ecological interactions. The results obtained in this study contribute to the understanding of the natural history and ecology of the species of Ameivula and mainly generate useful information for the conservation of these species in habitats transitional of Atlantic Forest-Caatinga.


  Keywords: Ameivula abaetensis, Ameivula ocellifera, coexistence, ecology, lizards.


  RESUMEN


  En un ecotono de bosque atlántico y Caatinga, ubicado en el Parque Nacional Serra de Itabaiana, Sergipe, Brasil, fueron estudiadas las formas de uso de recursos espaciales y temporales de dos espécies simpátricas de Ameivula El estudio se realizó entre febrero de 2008 y enero de 2009. El método adoptado fue la búsqueda activa con control de tiempo, en el periodo de las 06:00-18:00 horas. Se observó que la especie con más registros fue A. ocellifera. A pesar del alto solapamiento de nicho temporal observado (Ojk = 0,90), A. ocellifera y A. abaetensis difirieron en relación con los momentos de mayor actividad. A. ocellifera se observó con mayor frecuencia (≥ 10 %) 08:00-13:00, mientras que A. abaetensis de 09:00 a 13:00 horas. Ambas especies fueron más frecuentes en los días soleados, con patrones similares de actividad en el momento de la observación, fueron vistas por lo general caminando sobre la arena (A. ocellifera) o en las hojas cerca de la base de arbustos (A. abaetensis). Conductas adoptadas por las dos especies Ameivula en respuesta al enfoque del observador eran diferentes y estaban relacionados con el grado de exposición de la vulnerabilidad a la depredación. La coexistencia de A. ocellifera y A. abaetensis en el área de estudio se relaciona posiblemente con pequeñas diferencias en el patrón de tiempo de uso de los recursos y el espacio de las dos especies, estas diferencias son probablemente el resultado de las interacciones ecológicas actuales. Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a la comprensión de la historia natural y ecología de las especies de Ameivula y generan principalmente información útil para la conservación de estas especies en hábitats de transición de la Mata Atlántica-Caatinga.


  Palabras clave: Ameivula abaetensis, Ameivula ocellifera, coexistencia, ecología, lagartos.

  


  INTRODUÇÃO


  A alta similaridade no padrão de uso dos recursos por espécies semelhantes (morfologicamente, filogeneticamente e comportamentalmente) em condição de simpatria, conduz a uma segregação interativa que, de acordo com o Princípio da Exclusão Competitiva (Gause, 1934; Pianka, 2000), é fundamental para prevenir a extinção do competidor mais fraco. Assim, variações na forma de utilização de ao menos uma das três dimensões primárias de recurso (espacial, temporal ou trófica) são esperadas entre espécies que coexistem na mesma comunidade ecológica (Pianka, 1973; Schoener, 1974). A partição de recursos é, portanto, um mecanismo desenvolvido por espécies potencialmente concorrentes para utilizar recursos não aproveitados por membros de outras espécies (Griffin e Silliman, 2011) que leva a um aumento líquido da exploração de recursos pelas comunidades de consumidores e a uma maior biodiversidade (Finke e Snyder, 2008).


  No ecótono Mata Atlântica-Caatinga do Parque Nacional Serra de Itabaiana no estado de Sergipe, Brasil, os lagartos teiídeos Ameivula ocellifera (Spix, 1825), espécie com ampla distribuição, e A. abaetensis (Dias, Rocha e Vrcibradic, 2002), incluído recentemente na lista de espécies ameaçadas de extinção (Machado et al., 2008), coexistem na área do Parque, evento incomum em toda a região tropical do continente americano (Vitt et al., 2000). No Brasil, até o presente momento, o único registro de coexistência destas espécies foi para a restinga do Abaeté na Bahia (Dias e Rocha, 2007), não existindo, contudo, informações sobre como elas diferem em características ecológicas enquanto simpátricas em habitats de transição.


  Este trabalho teve como objetivo caracterizar as formas de utilização dos recursos espaciais e temporais das espécies simpátricas Ameivula ocellifera e A. abaetensis em um ecótono Mata Atlântica-Caatinga, e verificar a existência de variações nos padrões de uso dos recursos que contribuem para a coexistência dessas espécies na área.


  MATERIAL E MÉTODOS

  Área de estudo


  Ameivula ocellifera e A. abaetensis foram estudados no Parque Nacional Serra de Itabaiana–PNSI (10°40' S, 37°25' O, 7966 ha, 200-670 m s.n.m., Fig. 1), localizado no Estado de Sergipe entre os municípios de Areia Branca, Itabaiana, Laranjeiras, Itaporanga D'ajuda e Campo do Brito, abrangendo as Serras de Itabaiana, Comprida e do Cajueiro (Brasil, 2005; Carvalho e Vilar, 2005; Dantas e Ribeiro, 2010). O clima regional é do tipo As, de acordo com a classificação de Köppen (Kottek et al., 2006), com excedente hídrico de inverno moderado. A vegetação é caracterizada por diferentes fisionomias marcadas por fragmentos de Mata Atlântica e de Caatinga (Ab'saber, 1967; Vicente, 1997; Carvalho e Vilar, 2005). Entre esses fragmentos é observada uma zona de transição ecológica composta por áreas fechadas, com vegetação arbórea secundária, localizadas principalmente nas encostas acompanhando os riachos que recortam as serras; e áreas abertas, que também ocorrem nas encostas e nas partes mais altas, com uma vegetação rasteira diversificada, arbustos e arvoretas, que se desenvolvem em solos de areias brancas (Vicente et al., 1997).


  [image: ]


  Métodos de coleta e análise de dados


  Os dados foram coletados quinzenalmente em campanhas de dois dias consecutivos, entre fevereiro de 2008 e janeiro de 2009, numa área de transição Mata Atlântica-Caatinga de 2,08 ha, situada a 10°44'56 S e 37°20'31 W. O método adotado foi o de busca ativa limitado por tempo, sendo utilizado o período entre as 06:00 e 18:00 h. O esforço amostral efetivo total foi de 576 horas/homem de observação.


  Para cada animal encontrado foram anotados os seguintes dados: espécie, data, horário, condição do dia (ensolarado, nublado ou chovendo), posição do lagarto em relação ao sol (sol, sombra ou mosaico de sol e sombra), microhabitats utilizados durante a observação e após a aproximação do observador (microhábitat 1 e 2, respectivamente; areia, gramínea ou serrapilheira) e as atividades desenvolvidas durante esses momentos (atividade 1 e 2, respectivamente; parado, andando, forrageando ou correndo). Para a atividade 1, a categoria "correndo" não foi considerada por se tratar de um comportamento de fuga adotado pelos indivíduos frente aos predadores, não sendo uma atividade comum na ausência desse tipo de estímulo.


  Dados de temperatura do ar (°C), precipitação (mm) e umidade relativa do ar (%) foram obtidos na estação agrometeorológica mais próxima da área de estudo (Itabaiana/ SE) e cedidos pelo Centro de Previsão de Tempo e Estudos Climáticos–CPTEC, do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). A relação entre as variáveis ambientais e as abundâncias mensais das espécies foi analisada através do teste de correlação de Spearman (Zar, 2010).


  Variações entre as duas espécies de Ameivula na utilização do microhábitat, atividade desenvolvida antes e após a aproximação do observador, horário de atividade, condição do dia e exposição do lagarto ao sol foram testadas usando Qui-quadrado (X²) ou teste de G, variando de modo a atender às premissas de cada teste.


  As amplitudes de nicho (B) espacial (microhábitat) e temporal (horários de atividade) foram calculadas utilizando oinversodoíndicedediversidadedeSimpson(Simpson,1949).
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  onde p é a proporção numérica da categoria i e n é o número de categorias. A amplitude de nicho B pode variar de 1 (utilização de uma única categoria de microhábitat) a n (utilização igual de todas categorias).


  As sobreposições de nicho (Ojk) espacial (microhábitat) e temporal (horários de atividade) foram calculadas através do índice de sobreposição simétrica de Pianka (Pianka, 1973).


  Para as análises estatísticas, os dados foram armazenados em planilhas do Excel 2010, e os testes realizados no programa STATISTICA 8.0 (Statsoft, 2008). O nível de significância adotado foi de 5 %.


  A nomenclatura científica utilizada neste trabalho segue a proposta da Lista de Répteis da Sociedade Brasileira de Herpetologia (Bérnils e Costa, 2012).


  RESULTADOS

  Padrões de atividade


  Os Ameivula do PNSI foram observados ativos ao longo de todo o ano do trabalho, provavelmente em decorrência das altas temperaturas e da pequena oscilação verificada. A exceção foi o mês de julho quando as duas espécies foram menos avistadas (Fig. 2).


  [image: ]


  A correlação entre as abundâncias mensais de Ameivula e a precipitação foi negativa para as duas espécies, sendo significativa para A. abaetensis (Spearman, p<0,05) (Tabela 1). Não houve correlação significativa entre as abundâncias e a temperatura do ar e a umidade relativa do ar (Spearman, p>0,05).
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  Indivíduos de Ameivula ocellifera (A.o.) foram observados sempre em maiores proporções quando comparados a A. abaetensis (A.a.), sendo a razão média A.o./A.a. de 4:1 (Tabela 2).
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  Apesar da alta sobreposição de nicho temporal observada (Ojk = 0,90), Ameivula ocellifera e A. abaetensis diferiram em relação aos horários de maior atividade (G = 96,6759; g.l. = 11; p<0,0001; Fig. 3). Ameivula ocellifera foi observado na área de estudo das 06:00 às 17:00 h, com maiores frequências (≥10 %) entre 08:00 e 13:00 h. Ameivula abaetensis foi avistado das 07:00 às 16:00 h, com maiores picos das 09:00 às 13:00 h. As amplitudes de nicho (B) temporal (horários de atividade) de Ameivula ocellifera e A. abaetensis foram respectivamente 8,32 e 5,84.
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  As duas espécies foram mais frequentes em dias ensolarados (G = 0,0864; g.l. = 2; p = 0,9577; BA. o.= 1,85 e BA.a.= 1,78; Ojk= 0,999; Fig. 4). Dos 1143 registros (1083 Ameivula ocellifera e 269 A. abaetensis), 65,83 % dos indivíduos de A. ocellifera e 68,03 % dos A. abaetensis foram encontrados nessa condição.
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  Ameivula ocellifera e A. abaetensis ocuparam diferentes posições frente ao sol (X2 = 107,832; g.l. = 2; p<0,0001), apesar da elevada sobreposição observada (Ojk= 0,81; BA. o. = 2,63 e BA.a.= 2,77). A maioria dos A. ocellifera (47,0%) foi encontrada exposta à luz solar ou na sombra (36,10 %), enquanto que A. abaetensis em áreas de mosaico de sol e sombra (44,40 %) ou sombreadas (34,70 %) (Fig. 5).
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  Padrões similares de atividade foram observados para as espécies deste estudo no momento da observação (X² = 1,789; g.l. = 2; p = 0,4087), tendo as mesmas sido verificadas, em geral, andando (Ameivula ocellifera – 73,46 % e A. abaetensis – 76,12 %; Fig. 6).
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  Os comportamentos adotados pelas duas espécies de Ameivula em resposta à aproximação do observador foram diferenciados (G = 182,7229; g.l. = 3; p < 0,0001; Fig. 7). A maior parte dos Ameivula ocellifera (72,74 %) correu à procura de abrigo, enquanto que A. abaetensis adotou principalmente três respostas: corridas (30,48 %), semelhante ao seu congênere ou permaneceu andando (39,41 %) ou parado (28,62 %).
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  Uso do espaço


  No PNSI, as espécies estudadas apresentaram divergências quanto aos microhabitats utilizados no momento da observação (X2 = 479,828; g.l. = 3; p < 0,0001; BA. o.= 2,16 e BA. a.= 1,41; Ojk = 0,41), com Ameivula ocellifera sendo observado em maior proporção sobre areia (62,42 %) e A. abaetensis sobre folhas próximas à base de arbustos (serrapilheira) (82,46 %) (Fig. 8).
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  Os Ameivula do PNSI diferiram em relação aos sítios de refúgio adotados (X2 = 423,059; g.l. = 2; p < 0,0001; BA. o. = 2,25 e BA. a.= 1,17; Ojk= 0,42), Ameivula ocellifera procuraram, principalmente, locais com agrupamentos de gramíneas (60,02 %), enquanto que A. abaetensis permaneceram sobre a serrapilheira (92,13 %) (Fig. 8).


  DISCUSSÃO


  O nordeste brasileiro apresenta temperaturas relativamente elevadas ao longo de todos os meses, ao contrário do que ocorre nas regiões sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, onde se observa um regime térmico de estações quentes e frias (Nimer, 1989). Estudos ecológicos nessas localidades têm demonstrado padrões comportamentais caracterizados por grande redução das atividades de diversas espécies de lagartos em épocas do ano nas quais são registradas grandes quedas de temperatura (e.g. Van Sluys, 1992; Zaluar e Rocha, 2000).


  Em regiões onde não são registradas grandes diferenças nas temperaturas mensais, essa variável parece não interferir nos padrões de atividade adotados, como observado para os Ameivula do PNSI. Entretanto, um fator, a precipitação, apresentou correlação negativa significativa com a abundância de Ameivula abaetensis e, que pode ter contribuído para a diminuição nas observações das duas espécies no mês de julho. Apesar de neste mês ter sido registrado uma baixa precipitação, entretanto, as atividades de campo coincidiram com dias chuvosos na área (R. V. S. Santos, obs. pess.).


  A alta umidade relativa do ar, verificada ao longo do ano, pode ter gerado condições propícias para a manutenção de grandes quantidades de artrópodes, principais itens das dietas dos lagartos (Silva e Araújo, 2008). Pois, em geral, é durante os períodos mais úmidos em que se observam nas áreas tropicais uma maior diversidade e abundância desses invertebrados (Janzen e Schoener, 1968). Deste modo, as atividades das duas espécies de Ameivula ao longo do ano podem ser mantidas em parte pelo grande estoque de presas.


  Os padrões de atividade observados para Ameivula ocellifera e A. abaetensis foram semelhantes aos verificados para estas espécies na restinga do Abaeté, Bahia (Dias e Rocha, 2004). O padrão de atividade de um lagarto está fortemente ligado às suas necessidades térmicas, podendo ser influenciado pelas características do microhábitat utilizado (Pianka, 1973). Segundo Adolph (1990), a vegetação associada aos substratos adotados pode interferir na quantidade de luz e, consequentemente, de calor que alcança os lacertílios, levando a alterações na extensão de seu período de atividade. Temperaturas corporais elevadas são essenciais para manter os teiídeos mais ativos e velozes nas fugas e eficientes na perseguição do seu alimento (Freitas e Silva, 2007). Dessa forma, a redução de ambientes favoráveis à termorregulação poderia gerar uma diminuição das atividades desses animais. A influência da estrutura da vegetação no padrão de atividade de lagartos já foi sugerida para Sceloporus occidentalis e S. undulatus por Grover (1996) e para Ameivula ocellifera e A. abaetensis por Dias e Rocha (2007). Sendo assim, é possível que isso também venha ocorrendo com os Ameivula do PNSI, porém novas investigações são necessárias para a sua confirmação.


  As duas espécies de Ameivula apresentaram padrão comportamental típico de animais heliófilos, o que é muito comum em representantes desse gênero (Vitt e Breitenbach, 1993). Provavelmente a escolha de locais onde haja maior incidência direta de raios solares seja a condição ótima, ou seja, a que mais se ajusta às necessidades metabólicas de forrageadores ativos (Magnusson et al., 1985). Porém, as elevadas temperaturas em determinados horários do dia, com temperaturas do solo podendo chegar até a 60°C (R. V. S. Santos, obs. pess.), podem ter levado ao grande número de registros das duas espécies de Ameivula ocupando regiões mais sombreadas, como forma de evitar o superaquecimento.


  Padrões similares de atividade observados para as espécies deste estudo foram semelhantes ao registrado para grande parte das espécies deste gênero (e.g. Mesquita e Colli, 2003a; Mesquita e Colli, 2003b). Este comportamento é típico de forrageadores ativos, que necessitam de movimentos constantes para a busca de alimento (Pianka e Vitt, 2003).


  As reações adotadas pelos indivíduos provavelmente estão relacionadas ao grau de exposição e, consequentemente, de vulnerabilidade à predação. Corridas foram adotadas normalmente pelos indivíduos que se encontravam em microhabitats mais expostos e consequentemente mais vulneráveis a predadores (e.g. areia). Enquanto que o ato de continuar simplesmente andando ou parado, foi mais comum naqueles que já se encontravam próximo ou mesmo em locais de vegetação mais complexa (e.g. gramíneas, folhas na base de arbustos), que oferecem certo grau de proteção. Estudos que fizessem uso das medidas da distância entre os indivíduos e a base dos arbustos mais próximos e as comparassem com os mecanismos de escape adotados por eles, possivelmente dariam uma maior sustentação a essa relação.


  Os lagartos podem ocupar diversos hábitats, e dentro destes, microhabitats variados. No entanto, para que uma população consiga persistir ao longo do tempo é necessário que os custos relacionados com as atividades vitais, como forrageio e termorregulação, e com as interações ecológicas, não sejam muito elevados (Pianka e Vitt, 2003; Silva e Araújo, 2008).


  Sabe-se que espécies relativamente próximas vivendo em simpatria divergem em pelo menos um dos três eixos de nicho: espacial, temporal ou trófico (Pianka, 1973), sendo a partilha dos recursos espaciais o fator mais importante de separação interespecífica na maioria dos répteis simpátricos (Toft, 1985). Assim, muitas vezes é possível observar em espécies simpátricas de lagartos o uso do espaço de modo diferenciado, o que sugere certa preferência, seleção ou especialização por hábitats ou microhabitats particulares, fruto de interações ecológicas atuais ou do passado, para minimizar os efeitos negativos da competição interespecífica (Vitt e Carvalho, 1995; Faria e Araújo, 2004).


  Segundo Silva e Araújo (2008), uma diferença nos microhabitats utilizados pode estar associada à disponibilidade de locais igualmente adequados às duas espécies de lagartos ou então à superioridade competitiva de uma delas, que ocuparia os melhores lugares, deixando apenas remanescentes para a outra espécie.


  Em áreas abertas como as do presente estudo, a heterogeneidade espacial (disponibilidade de habitats) é menor quando comparada a áreas florestadas, visto que as árvores são escassas e solos sem vegetação são mais comuns. Logo, a presença de microhábitats como os adotados por Ameivula abaetensis, que envolvem uma vegetação mais complexa, composta por áreas com arbustos e serrapilheira acumulada no chão, oferecem uma quantidade maior de recursos, tornando o uso desses locais necessário e adequado para muitas espécies de lagartos (Silva e Araújo, 2008).


  A procura por locais com agrupamentos de gramíneas ou serrapilheira no momento da fuga parece ser típico de lagartos forrageadores ativos, como os do gênero Ameivula, que tendem a procurar por áreas mais cobertas e de vegetação um pouco mais densa (Pianka e Vitt, 2003), por serem, em geral, regiões de difícil acesso para predadores visualmente orientados, como aves.


  Na área de estudo foram observados também alguns predadores com orientação mais química (e.g. Chironius bicarinatus, Liophis reginae, Liophis viridis, Oxybelis aeneus, Thamnodynastesspp.), sendo que, neste caso, o comportamento de fuga adotado (e.g. corrida) provavelmente tenha sido mais eficiente do que a própria escolha de refúgios, como anteriormente relatado.


  CONCLUSÕES


  Considerando a filogenia do gênero Ameivula (espécies pertencentes ao antigo gênero Cnemidophorus) (Santos, 2007) e como já afirmado por Carvalho et al., (2005), Ameivula ocellifera e A. abaetensis pertencem à mesma linhagem, a do grupo ocellifera. Deste modo, a partilha de recursos observada entre as duas espécies na área do PNSI, parece estar mais relacionada a interações ecológicas recentes, como a competição (e. g. Losos, 1995; Vitt, 1995; Vitt e Carvalho, 1995), do que a fatores históricos, resultantes de interações prévias responsáveis pela evolução das divergências hoje observadas ("the ghost of competition past" Connell, 1980). Entretanto, para confirmar tal hipótese, seriam necessárias investigações direcionadas, por exemplo, a populações alopátricas das duas espécies que vivem sob condições semelhantes àquelas encontradas na área do Parque, ou experimentos em laboratório que caracterizem tal situação. Por fim, os dados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento sobre a história natural e ecologia das espécies de Ameivula e, principalmente, geram informações úteis para a conservação destas espécies em hábitats de transição Mata Atlântica-Caatinga.
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  ABSTRACT


  We studied the diet of 15 montane frog species of the genus Pristimantis (Craugastoridae) from the Andes of Western Colombia to determine the diet range, breadth of niche and overlap among species. We identified 499 prey items from stomach and intestinal contents of 154 specimens. Prey items were included in 74 different categories. The most common 15 prey categories accounted for 65 % of all frogs' diet. The invertebrate families Isotomidae, Chironomidae, Formicidae, and Tipulidae were the most abundant categories and accounted for 32 % of the frogs' diet. Ten of the 15 frog species were found with at least one item of Araneae. Coleoptera and Tipulidae were found in nine frog species, and Acari and Carabidae in eight frog species. In general, beetles were found in gastrointestinal tracts of all species examined, except for P. quantus, but interpretation needs caution because only one individual of this species was caught. Pristimantis hectus showed a specialized diet, consuming mainly dipterans of the family Chironomidae, while the remaining species showed a generalist diet. Pristimantis palmeri showed niche overlap with P. erythropleura (&Fcy;jk = 0.69), P. myops (&Fcy;jk = 0.64), and P. orpacobates (&Fcy;jk = 0.64). Our results suggest that most of the frogs species studied are generalist, foraging opportunistically on dipterans, arachnids, collembolans, coleopterans, and hymenopterans. Here, we report the diet of montane Pristimantis species and discuss the results in comparison with data on related species in montane and lowland regions.


  Keywords: Colombia, diet, niche breadth, niche overlap, Pristimantis, Western Cordillera.


  RESUMEN


  Estudiamos la dieta de 15 especies de ranas montanas del género Pristimantis (Craugastoridae) en la Cordillera Occidental de Colombia para determinar su variación, amplitud y traslape de nicho. En los contenidos estomacales e intestinales de 154 especímenes se identificaron 499 presas que fueron organizadas en 74 categorías diferentes. Las 15 categorías de presas más comunes representaron el 65 % de la dieta. Las familias de invertebrados Isotomidae, Chironomidae, Formicidae y Tipulidae fueron las más abundantes, representando el 32 % de la dieta de las ranas. Diez de las 15 especies de ranas presentaron al menos un ítem de Araneae. Coleoptera y Tipulidae fueron otras categorías frecuentemente encontradas en los tractos digestivos de las ranas (nueve especies de ranas presentaron estos ítems), seguidas de Acari y Carabidae (ocho especies). En general, los escarabajos fueron encontrados en los tractos gastrointestinales de todas las especies, excepto en P. quantus, pero este resultado debe tratarse con precaución porque solo un individuo de esta especie fue capturado. Pristimantis hectus mostró una dieta especializada consumiendo principalmente dípteros de la familia Chironomidae, mientras que las especies restantes mostraron una dieta generalista. Pristimantis palmeri presentó superposiciones de nicho con P. erythropleura (&Fcy;jk = 0,69), P. myops (&Fcy;jk = 0,64), y P. orpacobates (&Fcy;jk = 0,64). Nuestros resultados sugieren que la mayoría de las especies estudiadas son generalistas que se alimentan de manera oportunista de dípteros, arácnidos, colémbolos, coleópteros e himenópteros. Aquí, reportamos la dieta de especies montanas de Pristimantis y discutimos los resultados con datos de otros estudios en especies relacionadas de regiones montanas y tierras bajas.


  Palabras clave: amplitud de nicho, Colombia, Cordillera Occidental, dieta, Pristimantis, traslape de nicho.

  


  INTRODUCTION


  Understanding resource partitioning within and between species is important to determine the mechanism underlying the composition of ecological assemblages (Cody and Diamond, 1975). Ecological traits of coexisting species have provided explanations to the history and evolution of species diversity and the conformation and stability of communities (Cody and Diamond, 1975; Colston et al., 2010). Diet has been the main niche axis of interest to ecologists because competition for food can potentially shape community attributes such as number of coexisting species and their niche breadth and overlap (Diamond, 1975; Case, 1983; Toft, 1985).


  Studies of prey type in anurans have been useful for determining the patterns of assemblage composition, ecological niches and organization of the species in their respective communities (Woolbright and Stewart, 1987; Ovaska, 1991; Alonso et al., 2001; Gutiérrez-L, 2003; Ortega et al., 2005). Moreover, anuran diets can help us to understand life history, patterns of behaviour, and the phylogenetic relationships between populations and clades (Wells, 1978; Lima and Magnusson, 1998; Sanabria et al., 2005; Juncá and Eterovick, 2007). This information is also important to predict the effects of decreasing populations in threatened worldwide anuran species and informing conservation plans for frog communities (Diamond, 1975; Young et al., 2001; Moritz, 2002; Vignoli and Luiselli, 2012).


  Colombia hosts the highest species diversity of direct-developing frogs (Anura: Terrarana) in the world and the genus Pristimantis (family Craugastoridae) represents at least 27 % of the total anuran diversity in the country (AmphibiaWeb, 2014). A sizable number of Pristimantis is found in the Western Cordillera of the Andes, where it is the most common anuran group (Lynch, 1998a). The mountains of southwestern Colombia present unique anuran assemblages composed of more than 150 species above 1000 m a.s.l (Bernal and Lynch, 2008), but little is known about the diet of these species.


  This study examined the diet composition of 15 montane frog's species of the genus Pristimantis in five localities of the Western Cordillera. Here, we used this data to analyse niche characteristics (food) and ecological correlations of niche preferences among species of local assemblages to answer the following questions: 1) What is the food composition of montane Pristimantis species in southwestern Colombia?, 2) Does diet composition vary among species?, and 3) How large are niche breadth and niche overlap of montane Pristimantis species in the Western Cordillera?


  MATERIALS AND METHODS

  Study area


  This study was conducted in Colombia at 1) Serranía de Los Paraguas (4#º50'N, 76#º15'W), municipality El Cairo, 2000– 2200 m a.s.l., between the Departments of Valle del Cauca and Chocó, 2) Loma Alta (3#º30'N, 76#º39'W), municipality Dagua, 1750–2100 m a.s.l., Department of Valle del Cauca, 3) Chicoral (3#º35'N, 76#º36'W), municipality La Cumbre, 1800–1900 m a.s.l., Department of Valle del Cauca, 4) Peñas Blancas, Farallones de Cali National Park (3#º25'N, 76#º39'), 1900–2200 m a.s.l., municipality Cali, Department of Valle del Cauca, and 5) La Romelia, Munchique National Park (2#º38', 76#º54'), 2400–2800 m a.s.l., municipality El Tambo, Department of Cauca (Fig. 1).
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  Sampling


  Samples were collected on straight-line transects set up at each locality between 0.2 to 2.0 kilometres (km). Frog specimens were hand-collected using Visual Encounters Survey (Crump and Scott, 1994) from 19:00 h to 24:00 h. Euthanasia of frogs was performed with chloretone within a maximum of eight hours after capture. This study was carried out in strict accordance with evaluation of environmental, social, and educational impacts established at the Universidad del Valle (Convocatoria Interna number CI-746). Permit for sampling of specimens was obtained from Ministerio de Medio Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial de Colombia (Resolución 573 del 10 de abril/08). Specimens were deposited at the herpetological collection – Universidad del Valle (Voucher numbers: UVC15812–915, UVC15917, UVC15919–24, UVC15927–52, UVC15955–71, UVC15975–79, UVC15982).


  Gastrointestinal tracts (from stomach to cloaca) of each species were removed and fixed in 75 % ethanol. Prey items were sorted in a Petri dish, and later separated and categorized using a Nikon SMZ-645 stereoscope. Identification of prey items, depending on preservation of the prey, was held to the lowest possible taxonomic level using the dichotomous key by Triplehorn and Johnson (2005).


  Diet composition


  The quantitative importance of each prey group in the diet of Pristimantis was estimated using the index of relative importance (IRI) of Pinkas et al., (1971). The IRI provides a summary of dietary composition using the frequency of occurrence (% O) and percentage by number (% N) as follows:
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  Where n = number of gastrointestinal tracts that have the prey i, N = total number of analyzed gastrointestinal tracts, Nn = number of prey items of prey group n observed, and Nt = total number of prey items of all prey groups. The volume and length of the prey were not used because they were found disarticulated and highly digested.


  Analysis of niche breadth was performed on species with n ≥ 5 individuals. Niche breadth of diet was calculated using Levins' index (1968) from the absolute frequencies (pi) of the number of prey categories (n):
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  We standardized the scale from 0 to 1 to compare the rates of niche breadth among species of Pristimantis, where 0 correspond to specialist species and 1 generalist species (Pereira et al., 2004). We used the formula of Levins' standardized index (Krebs, 1989) from the value calculated above (3) and the number of prey categories (n):
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  Niche overlap was performed on Pristimantis species with n ≥ 5 individuals focusing on species with sympatric distributions according to Lynch (1998b), and constructing a numerical abundance dietary matrix of prey items using Pianka index (Pianka, 1974):
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  Where &Fcy;jk = niche overlap between species j and k, Pij and Pik = proportions of predator j and k with prey i in their stomachs or digestive tracts. Diet overlap increases as the Pianka index increases and overlap is generally considered to be significantly when greater than 0.60 (Zaret and Rand, 1971; Calderón-Arguedas and Troyo, 2007).


  RESULTS Diet composition


  We examined 154 gastrointestinal tracts from 15 species of Pristimantis (Supplementary Table S1), of which only 13 gastrointestinal tracts were found empty. A total of 499 prey items were identified and placed into 74 categories (Table S1): two classes, 14 orders, four suborders, 53 families, and one category named "other arthropods" (OA) when identification was not possible. Occasionally, plant materials were found such as leaves, branches or seeds. Overall, for the species studied, between one (P. quantus and P. w-nigrum) and 38 (P. palmeri) prey categories were found. Sample sizes of P. calcaratus, P. achatinus, P. juanchoi, and P. w-nigrum were small (1 – 3 individuals) and a few prey items were found (1 – 7 items; Table S1). Araneae was the most frequent category found in gastrointestinal tracts. Ten of the 15 frog species had at least one item of Araneae, followed by Coleoptera and Tipulidae (nine frog species), and Acari and Carabidae (eigth frog species).


  The prey items with the highest frequency of occurrence (% O) were found within the families Isotomidae (35.1 %), Chironomidae (26 %), and Formicidae (20.8 %). These items were mainly found in Pristimantis sp., P. acatallelus, P. hectus and P. palmeri. However, Formicidae was the most abundant item in P. myops (25 %), P. erythropleura (15.6 %), and P. orpacobates (15.6 %). Dipterans were the most abundant arthropods (25.7 %) followed by arachnids (16.6 %), coleopterans (13.4 %), and hymenopterans (11 %). Species with high amount of dipterans in their diet were P. hectus (32 items), P. acatallelus (23 items), P. brevifrons (16 items), P. palmeri (16 items), P. jubatus (13 items) and P. angustilineatus (10 items). Pristimantis palmeri and P. jubatus contained the greatest amount of coleopterans (22 and eight items, respectively) and hymenopterans (15 and 11 items, respectively), while P. jubatus and P. acatallelus contained most of the prey items in Araneae (10 and nine items, respectively). Beetles were observed in gastrointestinal tracts for all species with the exception of P. quantus, but only one specimen was collected for this species.


  Intermediate and high values of niche breadth standardized index were found for most of the Pristimantis species evaluated, indicating a generalist diet (Table 1). However, P. hectus showed a specialized diet, consuming mainly dipterans of the family Chironomidae; almost half of the items (28 of 57 items) found in P. hectus were identified as belonging to this family. Furthermore, eight species showed exclusive consumption for some prey categories (Table S1). For example, Anapidae, Silvanidae, Neelidae, Forficullidae, Dipsocoridae, and Diplopoda were only consumed by P. acatallelus; Scarabeidae, Anobiidae, and Otitidae were only found in P. brevifrons; Tenebrionidae, Elateridae, Membracidae, Chalcididae, and Apocrita were exclusively found within P. jubatus individuals, while Bostrichidae, Miridae, Meinertellidae, Opiliones, and Homoptera were found in P. palmeri.
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  Three niche overlaps were discovered among species evaluated (Table 2): P. palmeri vs P. erythropleura (&Fcy;jk = 0.69), P. palmeri vs P. myops (&Fcy;jk = 0.64), and P. palmeri vs P. orpacobates (&Fcy;jk = 0.64). Pristimantis palmeri shared with P. erythropleura, P. myops and P. orpacobates a large amount of food items in the categories Formicidae, Acari, Araneae, Coleoptera, and Tipulidae.
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  DISCUSSION


  The diet of Pristimantis is composed of a variety of arthropods but mostly dipterans (128 total items), arachnids (83 total items), collembolans (70 total items), coleopterans (67 total items), and hymenopterans (55 total items) which are abundant in leaf litter (especially collembolans, spiders and beetles of the family Carabidae) and low vegetation (Johnson and Catley, 2005). While most species in our study were generalists, P. hectus has a specialist diet consuming mainly dipterans, which are an abundant food resource in tropical rainforests (Didham, 1997). Pristimantis hectus has a diurnal foraging activity in low vegetation below 50 cm (Lynch and Duellman, 1997; García-R et al., 2005; García-R and Lynch, 2006). These characteristics, diurnal activity and foraging in low strata, may offer an opportunity for niche partitioning and prevent food competition with species that are nocturnal.


  Dietary overlaps of P. palmeri among P. erythropleura, P. myops and P. orpacobates suggest that these species may compete for food. However, this competitive pressure might be reduced if there are differences in prey size in relation to body size within and between species, as it is common in other vertebrates (Ashmole, 1968; Dickman, 1988; Weise et al., 2010), and if each frog species use different microhabitat strata. For instance, P. myops is a minute frog with a snout-vent length in males of 10 – 13 mm and females of 14 – 17 mm (Lynch, 1998b), while males of P. palmeri are approximately 20 mm and females 28 mm (Bolívar-G et al., 2011). A difference of twice the size may suggest that P. palmeri can eat larger prey items than P. myops and thereby avoid direct competition. In addition, ants are the main prey among these species, a source readily available, since they live in colonies and are slow and therefore easy to catch. Likewise, ants have a low nutrient content (Parmelee, 1999) and their chitinous body make them difficult to digest (Toft, 1985), which is probably the reason of large quantities consumed.


  Terrarana frogs in South America (Table 3) have shown a wide spectrum of prey types with predominance of coleopterans and hymenopterans in their diets, including previous studies of Pristimantis in the Eastern Cordillera from the Andes of Colombia (Piñero and Durant, 1993; Parmelee, 1999; Menendez-Guerrero, 2001; Guayasamin et al., 2004; Arroyo et al., 2008; Dietl et al., 2009; Castro and Gutiérrez, 2011). Montane frogs are mainly insectivore generalists that choose their prey depending on microhabitat preferences and food availability (Ortega et al., 2005; Arroyo et al., 2008). However, the presence and abundance of prey items may vary by elevation and dominant vegetation type at each site. For example, according to Parmelee (1999), ants are an important component of the diet of several species of Pristimantis in lowland Amazonia. In contrast, ants provided a small contribution to the diet of the montane Pristimantis species studied here and did not contribute much to the diet of other species studied at high elevations (Table 3). The small contribution of ants in frog's diet at high altitudes is better explained by low ant density in montane forests compared to sub-montane and lowlands forests. Lower temperatures may affect ants' larvae development and food acquisition because of the low availability of food resources (Basset, 2001). Alternatively, it is also possible that the trophic opportunism for ants is more gradated within ecologically complex Pristimantis assemblages in relatively highland habitats.
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  CONCLUSION


  Species of Pristimantis distributed in the montane regions of southwestern Colombia present a wide range of items consumed without strong differences in diet composition. The similarity of diets, however, did not indicate a marked competition because the high availability of food resources, suggesting an important factor for coexistence.
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  RESUMEN


  Se estudiaron algunos aspectos de la biología poblacional de Anolis maculiventris, en zonas de bosque pluvial tropical de la región natural chocoana. Los machos y hembras presentaron una coloración café claro con un pequeño lunar en la parte posterior de la cabeza, las proporciones de sexo en los individuos capturados mostraron diferencias estadísticas significativas (X2: 4,81, gl: 1, p: 0,028). El grado de dimorfismo sexual (GDS) e índice de dimorfismo sexual fue de 1,08 mm y un de 8,5 mm respectivamente. Las hembras difieren significativamente de los machos en todas las regiones corporales medidas. Se disectaron 30 individuos a los cuales se les determino su estado reproductivo, en donde la talla mínima de madures en hembras (LHA) fue de 30,7 mm, con un máximo de 39,9 mm y una media de 36,5 mm. En machos la talla mínima de madurez fue de 30,4 mm, y máxima de 36,7 mm, con una media de 33,8 mm; lo cual indica que las hembras fueron más grandes que los machos. Se evaluó el uso de hábitat, mostrando diferencias estadísticas significativas entre los sustrato utilizados (X2=16,89, gl: 3, p: 0,001); y para las posiciones verticales mostraron el mismo comportamiento (X2=3,77, gl: 3, p: 0,207). Para el análisis dietario de la especie se disectaron 30 estómagos, de los cuales 15 pertenecieron a machos y 15 a hembras, se registróun total 46 presas gastrointestinales que componen su dieta mostrando a los órdenes Himenóptera (Formicidae) y Coleóptera como los de mayor importancia relativa en la dieta.


  Palabras clave: biología, ecosistemas, reproducción, región Chocoana, Squamata.


  ABSTRACT


  We studied some aspects of the population biology of A. maculiventris, in areas of tropical rainforest in the natural region of Choco. The males and females brown coloration with a small mole on the back of the head, the proportions and gender in the captured individuals showed significant statistical differences (X2: 4,81, gl: 1, p: 0,028). The degree of sexual dimorphism (GDS) and sexual dimorphism index was 1.08, mm and 8.5 mm respectively. Females differ significantly from males in all the parts of the body measures. 30 Individuals have spread, which was determined to their reproductive status and failed to register a size minimum of maturity (LHA) in females is 30.7 mm, with a maximum of 39.9 mm and an average of 36.5 mm. In the male the minimum maturity sexual 30.4 mm, and a maximum of 36.7 mm, with an average of 33.8 mm; which indicates that females were more large than males. Assessed habitat use, showing significant statistical differences between the used substrate (X2=16,89, gl: 3, p: 0,001); and for vertical positions, showed the same behavior (X2=3,77, gl: 3, p: 0,207). For analyzing dietary species spread 30 stomach, of which 15 belonged to males and 15 females, will register a total 46 gastrointestinal dams that compose its diet showing the orders Coleoptera and Hymenoptera (Formicidae) as the of greater relative importance in the diet.


  Keywords: biology, Chocoana region, ecosystems, reproduction, Squamata.

  


  INTRODUCCIÓN


  En la mayoría de las especies del género Anolis el macho es más grande que la hembra; esta diferencia entre los tamaños de machos y hembras es importante ya que puede reducir la competencia por alimento u otras necesidades entre las poblaciones (Rand, 1967). Por otro lado, las especies del género Anolis ocupan un lugar de gran importancia en las redes tróficas de los ecosistemas terrestres, puesto que consumen una cantidad considerable de artrópodos, fundamentalmente de insectos (Rodríguez y Martínez, 1996).


  El género Anolis contiene cerca de 368 especies que representan entre el 5-10% de lagartos del mundo (Rougharden, 1995), ocupan una amplia variedad de microhábitats en todo el neotrópico, desde el arbóreo al terrestre, y aún en semiacuático. La mayoría de los Anolis utilizan variedad de sustrato como troncos, rocas y vegetación colgantes donde se perchan para cazar y huir fácilmente de los depredadores, son de hábitos diurnos y se alimentan durante el día de invertebrados que capturan en la hojarasca y arbustos (García et al., 2006; Rengifo, 2012). Por lo general los Anolis prefieren estar en la sombra para mantener una temperatura corporal baja entre 24,2 y 28,4°C (Bitt et al., 1995; Beuttell y Losos, 1999; Leal y Losos, 2000; Bitt et al., 2001), pocas especies de Anolis han sido estudiadas con detalles (biologia y ecologia poblacional) (Campbell, 1973; Hertz, 1975; Rand y Rand, 1976). Los Anolis presentan problemas de conservación debido a que en algunas zonas del país, los ecosistemas naturales vienen siendo severamente perturbados por las actividades antrópicas como la minería, la agricultura y la extracciones de madera, entre otras, lo cual ha generado fragmentación, alteración y modificación de sus hábitats provocando una potencial disminución en sus poblaciones. (Rengifo et al., 2014)


  En la actualidad para Colombia se han registrado 71 especies del género Anolis, las cuales se encuentran distribuidas en las diferentes regiones colombianas, para el Chocó biogeográfico se reportan 31 especies, de las cuales, 27 se registran para el departamento del Chocó, que corresponden al 38% de las encontradas para el país y a un 87% para las reportadas para el Chocó Biogeográfico (Castaño et al., 2004; Rentería y Rengifo, 2006; Rentería, 2006). Acerca de la biología poblacional de A. maculiventris en Colombia no existe información detallada, debido al poco conocimiento de dicha especie, sumado a la trasformación de su hábitat por este motivo el presente estudio pretende conocer algunos aspectos biológicos de esta población en zonas de bosque pluvial tropical del departamento del Chocó, con el fin de contribuir al conocimiento de este grupo faunístico como estrategia de conservación.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  Este estudio se desarrolló en el corregimiento de Samurindo, perteneciente al municipio del Atrato, Chocó (Colombia), situado al occidente del municipio del Atrato, sobre la margen derecha del Río Atrato a los 5°35’ N y 76°39’ W, dista a 15 km de la cabecera municipal Yuto, posee una población de 921 habitantes en una área de 29,2 km2. Según la división político-administrativa del municipio, limita al norte con la comunidad de Vuelta Mansa, Puente del Real de Tanando, y al oriente con la vía carreteable hacia que conduce al municipio de Quibdó y al occidente con la comunidad de la Molana, al sur con el corregimiento de Doña Josefa y Yuto cabecera municipal. Presenta una humedad relativa de 90% y una altitud de 32 m s.n.m., una temperatura promedio de 28°C, con una precipitación anual de 8000 mm, presenta una zona de vida de bosques pluviales tropicales (bp- T) y bosque muy húmedo tropical (bmh-T) (Rangel-Ch, 2004).


  Selección de zonas de estudio


  Se establecieron sitios de muestreos dentro del área de estudio seleccionada, estos se caracterizaron por presentar diferentes coberturas vegetales pertenecientes a un Bosque Pluvial Tropical (bp-T) (bosques sin intervención, bosques intervenidos, zonas donde se aplican procesos productivos, etc.).


  Capturas


  Se realizaron manualmente con base a la metodología utilizada por Dunlap y Mena (2009), que consiste en inspeccionar en diferentes coberturas vegetales, los troncos de árboles, arbustos y demás formaciones vegetales, los recorridos y capturas se realizaronmediante el método de búsqueda por encuentros visuales sin restricción, la cual es una técnica de inventario y/o monitoreo para determinar la riqueza de especie en una área y estimar las abundancias relativas de poblaciones (Crump y Scott, 1994). En el momento de la captura de cada individuo se tomaron datos: merísticos, habitacionales y color, y se le praticó la eutanasia en el lugar de trabajo. Eutanasia: se tomó una muestra de 30 ejemplares, los cuales se sacrificaron mediante una cantidad letal de anestésico (Roxicaina o Junicaina) inoculado por punción cardiaca, la cantidad suministrada se realizó de acuerdo al tamaño del animal, evitando la sobre saturación de líquidos en el cuerpo de los individuos lo cual ocasiona la deformación de los mismos. Fijación: se realizó en una cámara húmeda de formalina en donde a los ejemplares se les inyectó una solución de formalina al 10% (por todo el cuerpo para evitar su descomposición), luego permanecieron por un periodo de 24 horas en la cámara de fijación; igualmente se le inyectó en la parte posterior de la cola para conocer el sexo del animal con base a la metodología de Jackson (1971), citado por Rengifo (2002).


  Preservación: los ejemplares se depositaron en recipientes con agua durante dos horas, y luego se conservaron en alcohol al 7 %. El material determinado fue catalogado con los códigos del UTCH:COLZOOCH-H 160 hasta UTCH:COLZOOCH-H 200 y entregado a la Colección de Referencia de La Fauna Chocoana – Herpetología de la Universidad Tecnológica del Chocó "Diego Luis Córdoba" con registro único nacional de colecciones (197).


  Uso de microhabitat de A. maculiventris


  Para la caracterización de la distribución espacial, se contaron con algunos datos ecológicos sugeridos por Heyer et al., (1994), como son: 1). posición vertical (altura desde el suelo o agua) tomada de forma cualitativa así: suelo (0cm), baja (<49 cm.), media (50 – 149cm), alta (>150cm) y 2). tipo de sustrato en el que se encontró el individuo en el momento de captura (hojas, ramas, piedras, hojarascas, tallo, etc.).


  Dimorfismo en A. maculiventris


  Para conocer el grado de dimorfismo sexual de A. maculiventris, de cada ejemplar se tomaron medidas corporales siguiendo a Velasco y Herrel (2007) como: 1). longitud hocico cloaca (LRC); desde la escama mentoniana, hasta el borde anterior de la cloaca; 2). largo de la cabeza (LC), desde la escama rostral hasta el occipital; 3). altura de la cabeza (AC), va desde la parte gular hasta la occipital; 4). ancho de la cabeza (ANC), desde el borde supra ocular derecho al izquierdo; 5). longitud fémur derecho, (LFD); 6). longitud de la tibia derecha (LTD), desde la unión femoral hasta el cóndilo tarsal; 7). ancho de la boca (APB), que se mide de lado a lado en boca; 8). longitud del humero derecho (LHD), desde la unión clavicular hasta el cóndilo humeral; 9). largo de la cola (LCO), desde el borde posterior de la cloaca hasta su extremo apical; 10). (LCU). longitud del cuerpo, que va desde la parte superior del humero hasta el fémur; 11). (DPD), dedo posterior derecho; 12). (LRD), longitud del radio derecho. Las medidas de establecieron con calibrador digital caliper (150 mm), en el laboratorio de Zoología de la Universidad Tecnológica de Chocó "Diego Luis Córdoba"


  Proporción de sexo


  El sexo de los individuos se determinó por revisión de órganos genitales en los ejemplares capturados, y la presencia del abanico gular en machos.


  Aspecto reproductivo


  En el laboratorio se realizó una incisión medio-ventral a cada ejemplar preservado (diseminación), con el fin de determinar el estado reproductivo de la especie A. maculiventris. Consideramos machos adultos aquellos individuos que presentaron testículos agrandados (30,4 X 2,3 mm de acuerdo con nuestro registro de macho menor en LHA, sexual mente activo) y epidimos dilatados (Vitt y Zani, 2005).


  Las hembras se clasificaron según las condiciones de madurez de acuerdo con Licht y Gorman (1970), en: privelogenica (sin folículos vitelogénicos, ni presencia de huevos en los oviductos), vitelogénica (con folículos vitelogénicos, diámetro mayor a 2 mm, de color amarillo) vitelogenica y ovigera (con folículos vitelogenico en un ovario y un huevo oviductal en el otro tracto simultáneamente), y ovigera (huevo en un oviducto con cascara completo y en el oviducto contrario empieza la formación de cascaras del segundo huevo)


  Identificación de los contenidos estomacales


  Para identificación de los contenidos estomacales, se realizó una incisión medio-ventral a 30 individuos repartidos equitativamente entre machos y hembras. Esta se realizó in situ, por medio de una disección a cada espécimen sobre la región ventral, luego se le retiro todo el tracto digestivo y se almaceno en frascos plásticos que contenían alcohol al 70% las muestras colectadas se trasladaron al laboratorio de zoología de la Universidad Tecnológicas del Chocó, para su respectiva identificación.


  En laboratorio se trabajó con contenidos estomacales e intestinales ya que se ha demostrado que al revisar solo los contenidos estomacales se podría perder información y además se tendría una tendencia a encontrar presas grandes, ya que las presas pequeñas pasarían más rápidamente a la porción intestinal del tubo digestivo, (Schoener, 1989).


  Para la identificación de los ítems alimenticios se utilizaron guías de campo y claves de Coronado y Márquez (1972), Mesa y Zuluaga (1995), Cabezas (1996) esta determinación se llevó hasta la mayor categoría posible, principalmente orden o familia, con la ayuda de un estereoscopio (Carl Zeiss México), después de haber sido realizado el análisis dietético de los ejemplares, se almacenaron y se preservaron los contenidos gastrointestinales y el alcohol 70%; los cuales fueron depositados en la Colección Científica de Referencias Zoológicas del Chocó – Herpetología.


  Análisis de los datos


  Dimorfismo sexual, estado reproductivo y proporción sexual


  Dimorfismo Sexual


  Para el grado de dimorfismo sexual (GDS) e índice de dimorfismo sexual (IDS), se consideró la metodología usada por Selander y Giller (1963), en donde se usa la diferencia de los promedios dividido por la suma de los promedios en donde: Xh = promedio de hembras y Xm = promedio de machos.
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  Ralls (1976) y Fitch (1981), plantean que cuando uno de los sexos es más grande que el otro, se debe utilizar el promedio simple de tamaño de hembras dividido por el tamaño de machos y esto podría ser considerado como el grado de dimorfismo sexual (GDS).
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  Aspecto reproductivo


  Calculamos el volumen del testículo derecho de cada macho adulto basado en la formula esferoide propuesta por (Pianka, 1970).
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  Donde V es el volumen, a corresponde al largo y b al ancho del testículo. Determinamos el tamaño mínimo de madures en cada sexo, basados en el registro de macho menor en longitud hocico ano del individuo más pequeño que presente gónadas con actividad reproductivas (Vitt y Zanig, 2005), y además se realizó una prueba de Chicuadrado para conocer las diferencias estadísticas en volumen de los testículos.


  Las hembras adultas se clasificaron según la condición reproductiva de acuerdo con Licht y Gorman (1970) en: previtelogénica (sin folículos vitelogénicos, ni presencia de huevos en los oviductos), vitelogénica (con folículos vitelogénicos, diámetro mayor a 2 mm, de color amarillo), vitelogénica y ovigera (con un folículo vitelogénico en un ovario y un huevo oviductal en el otro tracto simultáneamente) y ovígeras con dos huevos oviductales (huevo en un oviducto con cáscara completo y en el oviducto contrario empieza la formación de la cáscara del segundo huevo). Calculamos el volumen del testículo derecho de cada macho adulto basándonos en la fórmula del esferoide prolapasado (Pianka, 1970).


  Proporción de sexo


  El sexo de los individuos se determinó por revisión de órganos genitales en los ejemplares capturados y la presencia del abanico gular (ya que es características únicamente de los machos).


  Se tomaron 12 medidas corporales con el propósito de establecer diferencias entre los machos y hembras teniendo encuenta estos aspectos morfométricos, se realizo una prueba no paramétrica de Mann–Whitney U-test, con su respectivo valor de significancia y graficados con el program estadístico SPSS por Windows.


  Uso de hábitat de A. maculiventris en zonas de bosque pluvial tropical


  Para determinar la existencia o no de diferencias estadísticas significativas entre los sustratos y la posición vertical usados por la especie A. Maculiventris, se aplicó una prueba no paramétrica de Chi-cuadrado, se elaboraron tablas de contingencias y gráficos de barras en el programa Excel (2007). Se elaboraron tablas de contingencia para expresar la actividad de los individuos en el momento del encuentro visual con los investigadores.


  Análisis dietario de A. maculiventris, en zonas de bosque pluvial tropical


  Se calcularon las novedades tróficas acumuladas utilizándose para establecer la muestra mínima de ejemplares en este estudio, usando estimadores (Chao 1 e ICE) de riqueza para conocer la representatividad de los estómagos diseminados.


  Se diseminaron 30 estómagos (15 machos y 15 hembras), determinándose las presas hasta el nivel de orden; cada presa se le midió su largo (L) y ancho (A) con el fin de calcular su volumen, con la fórmula de una esfera elipsoide (Dunham, 1983) la fórmula es:
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  Para conocer la contribución de cada categoría de alimento en la dieta se calculó el Índice de Importancia Relativa (IRI) propuesto por Pinkas et al., (1971). La fórmula: IRI = (%N +% W )x % F donde N: es el porcentaje numérico agregado, W: es el volumen porcentual agregado y F: la frecuencia de ocurrencia. Este índice permite comparar la importancia relativa que cada ítem representa en la dieta total de la especie depredadora.


  Para calcular la jerarquía de las presas en la dieta, se aplicó al valor de IRI el Índice de Jerarquización (DJ), que toma el valor más alto del IRI y calcula el porcentaje de todos los demás valores a partir de él. Si el porcentaje del ítem presa se encuentra incluido entre el 100% y 75% se lo considera fundamental; si se ubica entre el 75% y 50% se lo considera secundario, si esta entre 50% y 25% es accesorio, y si está por debajo del 25% se lo considera accidental (Martori, 1991).


  Además, se calculó la diversidad trófica (H’) según el criterio de Hurtubia (1973) y amplitud de nicho trófico, utilizando la siguiente fórmula, propuestas por Levins (1968). Amplitud de nicho trófico (Simpson)
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  RESULTADOS


  Dicromatismo sexual


  La especie A. maculiventris presentó tanto en machos como en hembras una coloración café clarocon un pequeño lunar en la parte posterior de la cabeza, además, las hembras presentan una estrecha línea dorsal con una intercalación de colores entre café claro y oscuro que se extiende desde la cabeza hasta la cola, y su parte ventral de color blanco con moteaduras de color café, en machos el abanico gular es grande y de color anaranjado con puntos irregulares de color negro, en las hembras estas características no se notan puesto que no las presentan. Hay una gran variación de color y patrones de coloración, según estados de los individuos, tienden a tener cambios momentáneos de sus color y el patrón. Es posible que algunas hembras adultas tengan en la región medio dorsal una lista clara desde la cabeza hasta la cola, patrónmas relacionado a una forma de camuflaje generando un patrón disruptivo corporal.


  Proporción macho y hembras


  Fueron registrados 75 individuos de A. maculiventris (25 hembras y 50 machos), donde las proporciones y razón de sexo en los individuos capturados mostraron diferencias estadísticas significativas (X2: 4,81, gl: 1, p: 0,028) Grado (gds) e índice (ids) de dimorfismo sexual de A. maculiventris


  El grado de dimorfismo sexual (GDS) e índice de dimorfismo sexual de A. maculiventris, fue de 1,08 mm, y un de 8,5 mm, respectivamente, lo cual indica que las hembras son ligeramente más grandes que los machos, presentando un promedio de diferencia respecto a la LHA de 33,5 a 36,54 mm. Al comparar las medias de las distintas regiones corporales de A. maculiventris en macho y hembras mostraron que difieren en todas las regiones corporales medidas, (tabla 1). Se realizó una correlación de las 12 medidas tomadas a hembras y machos se logra demostrar que las hembras difieren significativamente de los machos en todas las regiones corporales medidas; encontrándose diferencias estadísticas significativas entre machos y hembras adultos, en las siguientes variables: longitud rostro cloaca (Mann-Whitney U Test, Z = -2.90346; p = 0.003691), longitud cabeza (T-tests, t-value = -5.16098; p = 0.000018), ancho de la cabeza (T-tests, t-value = -2.50824; p = 0.018203), longitud cola (Mann-Whitney U Test, Z = -2.13612; p = 0.032670), (fig. 1), las hembras presentaron tamaños superiores a los machos en todas las regiones corporales medidas.


  FIGURA 1


  TABLA 1


  Evaluación de las características reproductivas


  De los 30 individuos diseminados de A. maculiventris (15 hembras 15 machos), a los cuales se les determino su estado reproductivo y se pudo registrar un tamaño mínimo de madurez (LHA), se encontró que en hembras es de 30,7 mm, con un máximo de 39,9 mm y una media de 36,5 mm; para machos se registró una mínima de madurez sexual de 30,4 mm, con un máximo de 36,7 mm, con una media de 33,8 mm; lo cual indica que las hembras pueden alcanzar madurez sexual a tallas muchas más grandes en comparación con los machos. No se encontraron diferencias significativas en el volumen de los testículos de los machos adultos (x2= 5,667, SI = 9. p = 0,773). El estado reproductivo mas común de las hembras adultas en los periodos de muestreo fue vitelogénico, todas las hembras fueron consideradas sexualmente activas, ya que fueron encontradas con folículos vitelogénicos mayor a 2,0 diámetros de color amarillo, por lo tanto se consideraron como adultas.


  Uso de hábitats


  La población de A. maculiventris reportada (n=75) en los sustratos evaluados, mostró una mayor abundancia


  o frecuencia de ocurrencia en el sustratos troncos con (n: 31) individuo que representa el 23,25% de los reportados en el estudio, seguido por los sustratos rama (n: 23) con 17,25% de los estudiado, mostrando diferencias estadísticas significativas con relación a los demás sustrato utilizados. (X2=16,89, gl: 3 p: 0,001); el resto de sustratos estuvieron muy baja frecuencia de individuos.


  Este estudio muestra que los individuos de la especie A. maculiventris, tuvieron una mayor frecuencia de ocurrencia en los extractos medios (baja y media) en las diferentes coberturas vegetales estudiadas, no encontrando una diferencia estadística significativa entre los mismos (X2=3,77, gl: 3, p: 0,207.) , los otros extracto de coberturas vegetales mostraron valores muy similares (tabla 2).


  TABLA 2


  Dieta de A. maculiventris


  Para el análisis dietario de la especie A. maculiventris se diseminaron 30 estómagos (fig. 2), de los cuales 15 pertenecieron a machos y 15 a hembras, se registró un total de 46 presas gastrointestinales. En los ejemplares de los machos se encontraron un total de 20 presas, de las cuales las hormigas fueron las de mayor proporción, mientras que en las hembras se registró un total de 26 presas, con las hormigas como las de mayor consumo, pero con un volumen más alto de presas ingeridas que los machos; los Coleópteros en segundo lugar (tabla 3), mostrando a los órdenes Himenóptera (Formicidae) y Coleóptera como los de mayor importancia relativa en la dieta de la población de A. maculiventris, se registraron en algunos individuos restos de organismos no identificados, los cuales no fueron tenidos en cuenta en el análisis de los datos.


  TABLA 3


  Se realizó una curva de novedades tróficas la que determinó la representatividad trófica encontradas en los 30 estómagos diseminados, usando los estimadores ICE y Chao 1, los cuales indicaron que los items registrados no hacen parte de la dieta absoluta de la especies, ya que según ICE representa el 77% y Chao 1 63% de lo estimado de representatividad de las presas (fig. 2). Anolis maculiventris presentó una diversidad trófica de H`= 1,47 y una amplitud de nicho de Nb = 0,75.


  FIGURA 2


  DISCUSIÓN


  Una característica importante de resaltar en los diferentes estadios de desarrollo entre hembras y machos de la especies A. maculiventris, es que pueden cambiar de color cuando son capturados, el color del cuerpo se torna pardo, pero luego de un tiempo de estar fuera de su ambiente natural vuelven a su color que es café claro con franjas en la parte dorsal que se extiende desde la cabeza hasta la cola, según Young (1977), el color de los Anolis pueden cambiar de color de acuerdo con el ambiente, en respuesta a la temperatura y otras variaciones ambientales; además este mismo autor indica que probablemente en estas lagartijas no existen nervios que vayan a los melanóforos, los cuales son controlados mediante hormonas producidas por el lóbulo posterior de la hipófisis y otras glándulas; como ocurre en los camaleones.


  En la mayoría de los Anolis machos, el tamaño del abanico gular, es proporcional al longitud corporal y es más que el 35% con relación al tamaño del cuerpo. Los machos mediante despliegues del abanico gular, anuncian su presencia ante otros machos, antes que otros animales pequeños o grandes se acerquen a ellos, también ante las hembras para atraerlas e incitaras a copular Crews (1973).


  Encontrando mayor número de machos (proporción 2:1), como caso muy atípico con relación a este grupo taxonómico, (ya que la razón de sexos en poblaciones de lagartijas durante los meses del año no es variable y siempre se mantiene cerca al 1:1), esto sugiere que probablemente debe existir un fuerte limitante como efecto negativo de depredación en la población.


  Las 12 regiones corporales medidas mostraron que las hembras son más grandes que los machos; caso contrario de lo que reportaran (Savage y Villa, 1986; Leal et al., 2002), quienes afirman que en la mayoría de las especies de la familia Polychrotidae el macho es más grande que la hembra, coincidiendo con Gibbon y Lovich (1990), quien afirma que en los Anolis, los machos son más grandes que las hembras, por ventajas competitivas en los encuentros machos-machos en presencia de una hembra. Las diferencias en tamaños, entre machos y hembra reducen la competencia entre los sexos, por alimentos y otras necesidades (Price, 1984; Carothers, 1984; Selander, 1972). Lo anteriot contrasta con lo afirmado por Price (1984) y Carothers (1984), quienes indican que en algunos reptiles, las hembras son más grandes que los machos por el requerimiento de llevar los huevos y tener mejor éxito reproductivo.


  Nuestros resultados mostraron que las hembras de A. maculiventris presentaron un tamaño corporal mayor que los machos, estos datos concuerdan con los resultados encontrados para la especie A. tolimensis, A. fuscauratus, A. trachyderma y A. antonii, donde los machos y las hembras presentaron diferencias morfométricas en la longitud rostro cloaca (Vitt et al., 2002; Vitt et al., 2003, Castañeda, 2001). Lo cual indica que las hembras fueron más grandes que los machos, caso contrario a lo que afirman Rodríguez-Schettino et al., (1999), donde sostienen que el género Anolis, en muchas especies los machos son de mayor tamaño que las hembras.


  La no variación del tamaño testicular en machos adultos y la presencia de hembras adultas con actividad reproductiva, sugieren que la población presenta reproducción constante. Sin embargo, consideramos que sería importante progresar en conocimientos al respecto. Para el caso del tamaño testicular, nuestros resultados concuerdan con lo registrado por Vitt et al., (2002), en A. trachyderma, Licht y Gorman (1970) y Sherbrooke (1975), quienes resaltan la dependencia que puede existir entre el tamaño testicular y la actividad reproductiva.


  Uso de hábitat


  Se puede percibir que la especie A. maculiventris tiene un alto grado de preferencia por los troncos, ya que se le observó con un alto nivel de ocurrencias en este con un 41,3% de los individuos registrados. Además, tiene la capacidad de explorar otros sustratos, demostrando ser una especie bastante adaptable a cualquier tipo de hábitat comportamiento similar a la mayoría de las especies de este género (Velasco y Herrel, 2007).


  Los individuos de A. maculiventris estudiados son principalmente arborícolas – arbustivos. Esta especie mostró más actividad en los estratos de mayor diámetro (troncos) con un 41,3% de los reportados, lo cual podría estar relacionado con estrategias de defensas de esta especie.


  La mayoría de los individuos de A. maculiventris utilizaron variedad de sustratos como troncos, ramas, hojarascas, raíces (tabla 3), donde se perchan para cazar y huir fácilmente de sus depredadores, lo cual hace que se pueda estudiar mejor esta especie ya que no se tiene una información detallada de esta en la región, al igual que muchas otras especies de este grupo (Campbell, 1973; Hertz, 1975; Rand y Rand, 1976).


  La selección de hábitat de los individuos de A. maculiventris es un proceso de elegir determinados recursos s entre los que se encuentran disponibles en el ambiente (Partridge, 1978; Garshelis, 2000), tal proceso depende de la estructura física del ambiente, la fisiología del animal, la disponibilidad de alimento y la protección contra depredadores (Reaney y Whiting, 2003).


  Los individuos de A. maculiventris fueron registrados en todos las áreas muestreadas y en casi todos los sustratos evaluados, concordando con lo reportado por Páez et al., (2002) quienes afirman que los Anolis son un grupo de animales que se puede adaptar a una gran diversidad de biotopos, y con Duellman (1979) quien sostiene que los reptiles en las selvas tropicales exploran habitas arbóreos, terrestre, acuático o semiacuáticos. Se encuentran distribuidos desde los Estados Unidos hasta Brasil y desde los 0 hasta los 2000 m s.n.m. (Williams, 1976; Guyer y Savag, 1986; Frost y Etheridge, 1989).


  Dieta de A. maculiventris


  El hecho de que las hormigas hayan sido las presas más consumidas en este estudio, puede ser porque son un recurso fácilmente y disponible para predadores, ya que se encuentran en colonias y son lentas, (Parmelee, 1999), lo que les proporciona A. maculiventris un alimento contaste y abundante para la satisfacción de sus requerimientos tróficos.


  Según Rodríguez-Schettino y Martínez-Reyes, 1992; Rodríguez-Schettino y Martínez-Reyes,1994; Rodríguez-Schettino y Martínez-Reyes, 1996) y Eaton et al., (2002), la ingesta alta de hormigas es común en las especies del género Anolis al ser estos, insectos sociales muy abundantes en todos los ecosistemas y proporcionar a los lagartos, (que son oportunistas en su dieta), de un alimento fácil de obtener, cuyo tamaño pequeño se compensa con el número alto de ítems.


  Al analizar la curva de novedades tróficas se pudo determinar la representatividad trófica encontradas en los 30 estómagos diseminados, lo cual permitió establecer el porcentaje y representatividad de las presas, pero las pocas capturas no permitieron realizar inferencias sobre la verdadera conducta de A. maculiventris, que por ser un integrante del género Anolis se convierte en un eminente consumidor secundario, por lo que se alimentan de una gran cantidad de insectos (Ortóptera, Homóptera, Díptera), y otros artrópodos como Aracneida, Chilopoda y Crustacea, estos últimos no reportados en la dieta de esta especie que a la vez integra a su dieta pequeñas frutas (Castro, 2008).


  De acuerdo al análisis de importancia relativa de las presas gastrointestinales de A. Maculiventris, se muestra que el orden Himenóptera (hormiga) ocupo el primer lugar de importancia con un IRI, 82,3 seguido por los Coleópteros (cucarrón), con un IRI 64,9 respectivamente, hecho relacionado con el tamaño de las presas. También hubo una contribución del orden Ortóptera, las otras categorías de presa consumidas, (Dípteros, Hemípteros y Homóptero), presentaron un volumen reducido o quizás porque se encontraron en un estado avanzado de digestión.


  Con relación al tipo de sexo, a las hembras se les registro 26 tipos de presas, mientras que los machos se les registro 20 presas gastrointestinales, con los Himenópteros (hormigas) en mayor frecuencia y los Coleópteros, en segundo lugar, esto puede atribuirse a que las hembras tienen una mayor demanda energética durante la época de reproducción, caso contrario de lo que afirma (Rodríguez-Schettino et al., 1999), quienes mencionan que en el género Anolis, los machos son de mayor tamaño que las hembras, en casi todas las especies, y consumen mayor número de presas y de mayor tamaño.


  Las apreciaciones anteriores ponen de manifiesto que las especies del género Anolis son eminentemente consumidores secundarios, por lo que se alimentan de una gran cantidad de insectos (Himenópteros, Coleópteros, Hemípteros, etc.) y en otras ocasiones de artrópodos como Arácnida, Chilopoda y crustacea, que para este estudio no fueron reportados y que a la vez son potencialmente nocivos para la agricultura, la salud humana y animal, así que de esta manera los Anolis contribuyen al mantenimiento del equilibrio ecológico en la naturaleza junto con el consumo de pequeñas frutas (Castro, 2008). A su vez estos animales al ser presas de otros, intervienen en importantes redes alimentarias que tienen lugar en la naturaleza.


  CONCLUSIONES


  La especie presenta un bajo grado de diferenciación en términos de coloración entre machos y hembras, siendo la única diferencia una línea más clara sobre la región dorsal de las hembras, la cual se extiende desde la cabeza hasta la cola. Las hembras de A. maculiventris mostraron ser más grandes que los machos en todas las regiones corporales medidas, expresando diferencia estadística significativa de acuerdo al GDS y IDS, indicando una difierenciación leve de las hembras con los machos.


  La especie tiende a usar microhábitats en los estratos bajos y medios, generalmente en los troncos y ramas de los árboles, pero también fue encontrada usando las partes bajas donde su coloración critica les ayuda a la obtención de su alimentación y las partes altas para huir de sus predadores naturales y escapar de posibles intrusos. Según la curva de novedades tróficas, en los estómagos diseminados se pudo registrar un porcentaje significativo de la amplia variedad trófica que esta especie puede alimentarse en los bosques tropicales. El orden de insectos con mayor importancia relativa en la dieta de la especies fue el Himenóptero, seguido del orden Coleóptero, ya que su frecuencia y volumen así lo confirman.
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  RESUMEN


  Este estudio representa un reporte de la fauna de equinodermos que se encuentran en fondos someros del sector La Ahumadera, bahía de Cispatá, Caribe colombiano. El área está formada por un sustrato de tipo fango-arenoso colonizado por esponjas en punta Terraplén, y arenoso con pasto marino (Thalassia testudinum), macroalgas y esponjas en punta Robalo. Se identificaron diez especies de equinodermos que pertenecen a cuatro clases (Asteroidea, Ophiuroidea, Echinoidea y Holothuroidea), distribuidas en ocho familias y nueve géneros. El número de taxones identificados corresponde al 4,1% de las especies registradas para el Caribe colombiano, y muestra la representatividad de especies de equinodermos en este sector. Las especies más abundantes en punta Robalo fueron Encope michelini (24,3%) y Ophiothrix angulata, mientras que en punta Terraplén fueron los ofiuros O. angulata (36,7%) y Ophiactis savignyi (16,5%). Se determinó mayor riqueza (S= 9), diversidad (H'= 2,64) y uniformidad (U= 0,92) de especies en punta Robalo al ser comparado con los valores obtenidos en Terraplén (S= 6, H'= 2,39 y U= 0,83). Ambas estaciones mostraron un índice de similitud (Is) de 0,66. Entre las especies identificadas, las siguientes son nuevos registros para el departamento de Córdoba: Holothuria floridana, Encope michelini y Mellita quinquiesperforata.


  Palabras clave: Bahía de Cispatá, equinodermos, fondos someros, Thalassia testudinum.


  ABSTRACT


  This study represents a report of the echinoderm fauna found in shallow waters of the sector La Ahumadera, Cispatá Bay, Colombian Caribbean. The area is formed by a plain substrate type soft sand-mud colonized by sponges in punta Terraplén and sandy with seagrass (Thalassia testudinum), macroalgae and sponges in punta Robalo. Were identified ten species of echinoderms belonging to four classes (Asteroidea, Ophiuroidea, Echinoidea and Holothuroidea), distributed in eight families and nine genera. The number of taxa identified corresponds to 4.1% of the species recorded for the Colombian Caribbean, and shows the representation of species of echinoderms in this sector. The most abundant species in punta Robalo were Encope michelini (24.3%) and Ophiothrix angulata, while in punta Terraplén were O. angulata (36.7%) and Ophiactis savignyi (16.5%). Higher richness (S= 9), diversity (H'= 2.64) and evenness (U= 0.92) were found in punta Robalo compared to values from Terraplén (S= 6, H'= 2.39 and U= 0.83). Both stations showed a similarity index (Is) of 0.66.Among the species identified, the following are new records for the department of Córdoba: Holothuria floridana, Encope michelini and Mellita quinquiesperforata.


  Keywords: Cispata Bay, echinoderms, shallow-bottom, Thalassia testudinum.

  


  INTRODUCCIÓN


  El Phylum Echinodermata, del griego echinus que significa espinas y dermus piel, alberga organismos cuya característica más llamativa es la presencia de osículos calcáreos y espinas, que le confieren al individuo un aspecto rugoso o espinoso. Los equinodermos poseen además un tejido conectivo flexible que permite cambiar de forma voluntaria y rápida la rigidez del animal, y un sistema vascular acuífero único que regula la alimentación, locomoción y otras funciones (Ruppert y Barnes, 1996; Pawson, 2007). Constituye el grupo más grande dentro de los invertebrados deuterostomados con alrededor de 7000 especies cuyos representantes se distribuyen en cinco clases: Crinoidea, Asteroidea, Ophiuroidea, Echinoidea y Holothuroidea (Hendler et al., 1995; Samyn et al., 2006; Pawson, 2007).


  El Caribe cubre más de 2.754.000 km2 y es considerada una región biogeográfica única, estando entre los primeros cinco lugares de mayor biodiversidad marina (Alvarado et al., 2011). Se puede encontrar bibliografía específica para el Caribe destacándose Hendler et al., (1995), quienes realizaron una guía de identificación de 150 especies de equinodermos de aguas someras de los cayos de la Florida, las islas Bahamas y el Caribe entre 0 y 33 metros de profundidad, anexando claves de identificación. También existen estudios detallados sobre la fauna de equinodermos en Cuba (Abreu-Pérez et al., 2005; Del Valle-García et al., 2008), isla La Española (Herrera-Moreno y Betancourt, 2004), México (Laguarda-Figueras et al., 2005) y Puerto Rico (Benavides-Serrato, 2006).


  El estudio de equinodermos en el Caribe colombiano presenta un considerable incremento en los últimos años, tanto en aguas someras como profundas, destacándose los trabajos de Meyer y Macurda (1976), Caycedo (1978), Caycedo (1979), Álvarez (1981), Gallo (1988a), Gallo (1988b), Borrero-Pérez et al., (2002), González et al., (2002), Bejaranoet al., (2004), Benavides-Serratoet al., (2005), Gaitán-Espitia (2008) y Benavides-Serratoet al.,(2011). Esto hace evidente la necesidad de elaborar mayores investigaciones al respecto, con el fin de tener una mejor apreciación de la diversidad y ecología de este grupo en Colombia.


  El objetivo del presente estudio fue comparar la diversidad y abundancia de equinodermos en dos estaciones de muestreo con sustrato y microhábitat contrastantes; uno fango-arenoso con esponjas y otro de arena con pasto marino y macroalgas, con el fin de caracterizar la fauna de equinodermos del sector La Ahumadera, bahía de Cispatá, Caribe colombiano.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio. El estudio se llevó a cabo en el sector La Ahumadera, ubicada en la zona de uso sostenible de la bahía de Cispatá, y una extensión de 1,08 km2, se encuentra entre los 9°24'51.7'' N y 75°48'82.1'' W (Fig. 1). La temperatura superficial del agua varía entre 22-28#ºC y exhibe una elevada productividad (Gómez y Rodríguez, 2009). El área está formada por un sustrato fango-arenoso que es colonizado principalmente por esponjas en punta Terraplén, y un sustrato arenoso con pequeños parches de Thalassia testudinum Banks ex König, 1805, macroalgas y algunas esponjas en punta Robalo (Quirós y Arias, 2013). Así mismo, se presentan dos épocas climáticas al año; una seca que abarca los meses de diciembre hasta inicios de abril, y otra lluviosa, la cual cobija finales de abril hasta noviembre (Sánchez et al., 2005; Cortés y Rangel, 2011).


  [image: ]


  Toma de muestras. Los muestreos fueron realizados en diciembre de 2011 y febrero de 2012 en dos estaciones que corresponden a las puntas de Terraplén y Robalo (tabla 1). Para la búsqueda y recolección de los especímenes, se estableció por estación de muestreo dos parcelas de 100 m2, demarcadas por cuerdas sujetas a listones de madera. En cada parcela fueron lanzados al azar cinco cuadrantes de 1 m2, adicionalmente fueron realizados muestreos cualitativos de buceo libre en cada uno de los sitios. Una vez obtenidos los ejemplares, fueron narcotizados dependiendo de la talla del individuo y fijados en alcohol etílico al 70% (Solís-Marín y Mata, 1999).
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  Laboratorio. Para la identificación de los ejemplares se utilizaron claves taxonómicas de Deichmann (1930), Tommasi (1970), Tommasi (1971) y Tommasi y Oliveira (1976), así como descripciones de Thomas (1973), Clark y Downey (1992) y Hendler et al., (1995). El material identificado hace parte de la sala de Colecciones Zoológicas de la Universidad de Córdoba (CZUC), y cada especie se incluyó en la base de datos sobre fauna de invertebrados marinos cordobeses con toda la información curatorial.


  Análisis de los datos. El esfuerzo de muestreo y los valores de riqueza de especies fueron evaluados con las curvas de acumulación basadas en el número de especies por parcelas de muestreo. La riqueza esperada fue estimada con los estimadores no paramétricos Bootstrap, Jackknife 1 y Jackknife 2, utilizando EstimateS 9.1 (Colwell, 2013). Con el fin de evaluar la diversidad alfa en las comunidades de equinodermos de cada estación, se calcularon los índices de uniformidad de Pielou (U), dominancia de Simpson (λ) y diversidad de Shannon-Wiener (H'). Así mismo, para comparar las comunidades de equinodermos en los dos sitios muestreados, se calcularon los coeficientes de similitud de Jaccard (J) y Sørensen (Is). Estos análisis se realizaron a través del programa PRIMER-E v6 (Clarke y Gorley, 2005).


  RESULTADOS


  Se registró un total de 293 individuos incluidos en cuatro clases, ocho familias y diez especies del filo Echinodermata en el sector de estudio. La clase con el mayor número de especies fue Ophiuroidea con cuatro especies, seguida por Equinoidea (3 spp.), Holothuroidea (2 spp.) y Asteroidea (1 spp.). Del total de especies identificadas, las siguientes son nuevos registros para el departamento de Córdoba: Holothuria floridana Pourtalès, 1851, Encope michelini Agassiz, 1841 y Mellita quinquiesperforata Leske, 1778.


  En punta Robalo se recolectó un total de 214 individuos pertenecientes a nueve especies de equinodermos. Se registraron siete familias, de las cuales Ophiothrichidae y Mellitidae presentaron dos especies, mientras que las familias restantes estuvieron presentes solamente con una especie (tabla 2).Encope michelini fue la especie más abundante durante el estudio (24,3%), seguida de Ophiothrix angulata Say, 1825 (22,9%), H. floridana (17,6%), Ophiactis savignyi Müller y Troschel, 1842 (16,3%), M. quinquiesperforata (8,9%) y Ophiothrix orstedii Lütken, 1856 (6,1%) (Fig. 2A). El resto de las especies para la estación aportaron una abundancia menor de 2%.
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  En punta Terraplén se recolectó un total de 79 individuos pertenecientes a seis especies de equinodermos. Esta estación registró cuatro familias, en donde Ophiothrichidae y Mellitidae presentaron dos especies y, Luidiidae y Ophiactidae una especie (Tabla 2). Ophiothrix angulata fue la especie más abundante (36,7%), seguida de O. savignyi (16,5%), E. michelini (15,2%), Luidia senegalensis (12,7%), M. quinquiesperforata (11,4%) y O. orstedii (7,6%) (Fig. 2B).


  El esfuerzo de muestreo realizado en La Ahumadera permitió registrar cerca del 90% de las especies de equinodermos en el sector. Las curvas de acumulación de especies presentaron una tendencia asintótica, alcanzando un valor máximo de 11 especies de acuerdo con los estimadores no paramétricos Jackknife 1 y 2, respectivamente (Fig. 3). De esta manera, con base en estos estimadores, el valor de la riqueza observada (diez especies) se encuentra muy cercano al valor esperado, lo que indica una buena representatividad del muestreo de equinodermos en el sector de estudio.
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  El valor de uniformidad fue ligeramente mayor en punta Robalo (U= 0,92), lo cual fue consistente con el valor del índice de Shannon-Wiener ( H'= 2,64), por lo que se considera que la vegetación marina en este sitio de muestreo, permite albergar mayor diversidad de equinodermos cuando se compara con punta Terraplén. A pesar que se registró mayor diversidad en punta Robalo, se encontró mayor dominancia en punta Terraplén, tomando como base el índice de Simpson (λ= 0,21). Esto se explica porque del total colectado en punta Terraplén, el mayor porcentaje (70,9%) de los especímenes pertenece a las familias Ophiothrichidae y Mellitidae, mientras que en punta Robalo estas mismas familias estuvieron representadas sólo en un 62,1% (Tabla 3.). Finalmente, se encontró que de las diez especies de equinodermos encontradas, cinco de ellas estuvieron representadas en ambos sitios de muestreo, lo cual permitió establecer un grado de similitud moderado, basándose en los índices de similitud de Jaccard (J'= 0,51) y Sørensen (Is= 0,66) (Tabla 3).
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  De la clase Ophiuroidea se recolectaron representantes de las familias Ophiothrichidae, Ophiactidae y Amphiuridae, siendo O. orstedii, O. angulata y O. savignyi las especies que se encontraron ocupando los espacios ofrecidos por las esponjas; Amorphinopsis atlantica Carvalho, Hajdu, Mothes, Van Soest, 2004, Halicondria melanodocia de Laubenfels, 1936 y Niphates erecta Duchassaing y Michelotti, 1864 en ambas estaciones de muestreo. Mientras que la especie Amphipholis squamata Delle Chiaje, 1828, se recolectó sobre los frondes de las macroalgas; Gracilariopsis lamaneiformis (Bory) Dawson, Acleto y Foldvik, 1964 y Bryothamnion triquetrum (S.G. Gmelin) M.A. Howe, 1915 en punta Robalo.


  Los holotúridos, H. floridana (Fig. 4A) y Isostichopus badionotus (Fig. 4B), se observaron con frecuencia en sedimentos arenosos, parches de T. testudinum y macroalgas en punta Robalo. Mientras, el asteroideo, L. senegalensis (Fig. 4D), se registró exclusivamente en sedimentos de fango y arena en punta Terraplén.
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  En la clase Echinoidea, Lytechinus variegatus, se encontró en la arena y por lo general cubierto por ensamblajes macroalgales y T. testudinum en punta Robalo. Los erizos irregulares, E. michelini (Fig. 4C) y M. quinquiesperforata, se registraron enterrados en el sedimento en donde se observaron con una fina capa de arena sobre ellos en ambos sitios de muestreo.


  DISCUSIÓN


  La bahía Cispatá es reconocida por su alta biodiversidad en fauna (Sánchez et al., 2005), debido principalmente a la influencia del río Sinú, la dinámica de las corrientes superficiales locales y la heterogeneidad del fondo marino. En la bahía se presentan manglares, pastos marinos, macroalgas y esponjas que incrementan la disponibilidad de hábitat marinos y por lo tanto, la variedad de microambientes bénticos (Quirós y Arias, 2013). Además, existe una variación estacional a lo largo del ciclo anual en el que se reconocen temporadas secas y lluviosas con cambios notables en la productividad primaria y secundaria (Cortés y Rangel, 2011).


  Las diferencias observadas entre ambas estaciones pueden ser explicadas principalmente por las características del sustrato, incluyendo el efecto de la cobertura vegetal, lo cual tiene incidencia directa sobre las especies de equinodermos (Del Valle-García et al., 2008). El mayor valor de diversidad registrado en punta Robalo, puede estar relacionado con la presencia y desarrollo de pasto marino y macroalgas sobre el sustrato arenoso, que repercutió positivamente en el número de especies, lo que ha sido demostrado por varios autores (Alcolado et al.,1998; Del Valle-García et al., 2008); además una mayor cobertura vegetal induce una mayor diversidad de especies, al generar espacio y alimento, servir de sustrato de fijación y refugio a otros organismos, y estabilizar los sedimentos (Fitzhardinge, 1983). Con respecto a los índices de similitud aplicados, se pudo observar que ambas estaciones comparten un moderado porcentaje de especies de equinodermos. Los índices mostraron que las estaciones se asemejan en 51 y 66%, según Jaccard y Sørensen, lo cual indica que si bien algunas especies se pueden presentar en ambos sitios lo hacen con abundancias disímiles, esto podría indicar posibles preferencias del hábitat.


  La revisión de trabajos previos en el departamento de Córdoba indica que se han registrado alrededor de 35 especies de equinodermos en la ensenada la Rada, Puerto Escondido y Punta Arboletes (Álvarez, 1981; Benavides et al., 2005; Borrero et al., 2008; Benavides-Serratoet al.,2011). Aun cuando el presente estudio incrementa el inventario de equinodermos en el departamento, incluyendo tres nuevos registros, es necesario aumentar el esfuerzo de muestreo en sur del golfo de Morrosquillo e implementar nuevas metodologías, debido a que muchas especies suelen tener hábitos nocturnos; por lo que se recomiendan las técnicas de búsqueda directa y los muestreos nocturnos.


  Con respecto a la clase Ophiuroidea, la presencia de O. angulata, O. orstedii y O. savignyi, significa que el hábitat donde se desarrollan poseen una alta concentración de materia orgánica. Boffi (1972) señala que estas especies son filtradoras, y se alimentan de detritos y sedimentos acumulados en el interior de las esponjas. Espinoza et al., (2008) mencionan que las esponjas pueden generar un microhábitat adecuado para la protección y desarrollo de estos ofiuros. A. squamata se caracteriza por ser vivípara (Gondim et al., 2008), y utilizaría los ensamblajes macroalgales como áreas de crecimiento y reproducción.


  La información que se presenta para L.variegatus carece de un verdadero análisis por la escasez de registros. Sin embargo esta especie se encontró asociada a pequeños parches de T. testudinum, los cuales según Vadas et al., (1982) se constituyen zonas de alimentación y refugio; Encope michelini y Mellita quinquiesperforata son especies características de las estaciones de muestreo, habitan esencialmente en el sustrato arenoso. La abundancia de estas especies sugiere que en el ambiente donde se desarrollan no se presentan depredadores o parásitos que pueden controlar la población de estos erizos. Hendler et al., (1995) las considera especies extremadamente resistentes a los cambios en la temperatura y la salinidad, lo que podría explicar su presencia en el sector.


  La presencia de H. floridana y I. badionotus en biotopos mixtos con vegetación, puede deberse a que las dos especies son menos exigentes en cuanto a la selección del material de ingestión, en comparación con las restantes especies de holoturoideos (Del Valle-García et al., 2008). Holothuria floridana es una de las especies más comunes en punta Robalo, posiblemente por la acumulación de biodetritos en la estación; se encontró a menudo en grupos de 10-15 individuos, lo que concuerda con las observaciones de Martins y Martins de Queiroz (2006) en Brasil. Isostichopus badionotus se registró en pasto marino y macroalgas, aunque, fue también observada en sedimentos de arena, pero en menores abundancias. Según Hendler et al., (1995) la presencia de vegetación marina es importante en la disponibilidad de alimento y refugio para estas dos especies de pepinos.


  La presencia de L. senegalensis, obedece principalmente a la preferencia que tiene la especie por el sustrato blando (Hendler et al., 1995). En él estudio la especie se observó cubierta por arena; aparece en zonas con poca iluminación y con abundantes sedimentos importantes para su alimentación. Hyman (1955) señala que la especie es depredadora de moluscos infaunales, lo que justifica el desarrollo de la especie en este tipo de sustrato. Abreu et al., (2005) mencionan que la especie generalmente viven en aguas tranquilas, condición que generalmente se presenta en el sector de estudio.


  CONCLUSIÓN


  La diversidad y abundancia de equinodermos en fondos someros del sector La Ahumadera, responde a las condiciones ecológicas de cada estación de muestreo, en el que las especies suelen ser afectadas por el tipo de sustrato y la complejidad del microhábitat; registrándose especies características del sustrato arenoso colonizado por la vegetación marina y, especies que se ajustan a un tipo de sustrato fangoso con esponjas. Por lo tanto, es necesario centrarse en estrategias de conservación y vigilancia en sectores como el de La Ahumadera, en donde hay una sinergia entre el tipo de sustrato, el microhábitat y la riqueza de equinodermos.
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  RESUMEN


  Los marcadores genéticos del pelaje y malformaciones óseas han permitido caracterizar el perfil genético de más de 400 poblaciones del gato doméstico alrededor del mundo. Hace 15 años se estableció dicho perfil en la ciudad de Cali (Colombia). En este estudio se determinó si el norte y sur de Cali se comportan como subpoblaciones y se comparó el perfil total con el estudio pasado. Se encontró una disminución de la frecuencia alélica de a (no-agouti) y d (dilution), pero un aumento en cinco, especialmente en l (longhair) y cs (siamese). Dichas diferencias pueden atribuirse a la selección humana de características más atractivas y por el flujo génico resultante del crecimiento demográfico de la ciudad, lo que explicaría también el primer reporte de los alelos inhibitor y ticked abyssinian. Se evaluó el equilibrio Hardy-Weinberg para el norte, sur y las dos zonas juntas, usando los loci white spotting y orange, encontrándose desequilibrio en este último para las tres zonas evaluadas debido a un déficit de heterocigotos. Norte y sur se dividieron en dos, y cada sub-muestra presentó equilibrio Hardy-Weinberg, aunque las diferencias en las frecuencias alélicas y heterocigosidades resaltaron microestructura geográfica y una relación entre tiempo de fundación del barrio y heterocigosidad. Norte y sur resultaron ser una población y no subpoblaciones (FST= 0,0004, D= 0,0017), al igual que las nueve poblaciones colombianas con las que se comparó la presente ciudad. Se sugiere realizar un análisis microgeográfico de flujo génico y la definición de posibles colonias de gatos en Cali.


  Palabras clave: Felis catus, genes del pelaje, genética de poblaciones, perfil genético, subpoblación.


  ABSTRACT


  The coat genetic markers and skeleton abnormalities have allowed characterize the profile from more than 400 domestic cat populations around the world. 15 years ago, that profile was established in the city of Cali (Colombia). In this study it was determined if north and south of the city are subpopulations and it was compared the total profile against past study. A decrease in allele frequency of a (non-agouti) and d (dilution) was found, but an increase of five alleles was found, especially in l (long hair) and cs (siamese). These differences could be attributed to human selection of more attractive characteristics and gene flow resulting from demographic growth city, which would also explain the first report of inhibitor and ticked abyssinian alleles. Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated for the north, south and both areas together, using white spotting and orange loci, determining disequilibrium in orange for the three evaluated areas due to a heterozygotes deficit. North and south were divided into two, each sub-sample showed Hardy-Weinberg equilibrium, although allele frequencies and heterozygosities highlighted microgeographic structure and a relationship between founding time of the neighborhood and heterozygosity. North and south are a single population and aren´t subpopulations (FST= 0,0004, D= 0,0017), as well as nine Colombian populations with which this city was compared. It is suggested to make a microgeographical gene flow analysis and the definition of possible cat colonies in Cali.


  Keywords: coat genes, Felis catus, genetic profile, population genetics, subpopulation.

  


  INTRODUCCIÓN


  El gato doméstico (Felis silvestris catus) (Linnaeus, 1758) presenta características que lo hacen interesante para el estudio de la genética de poblaciones, entre ellas: expresan apareamiento aleatorio, son cosmopolitas y exhiben un elevado flujo génico dentro y entre poblaciones, dado que el ser humano se transporta con ellos de un lugar a otro (Robinson, 1985; Ruiz-García y Klein, 1997; Ruiz-García y Álvarez, 2000). Desde 1947 se han llevado a cabo estudios en más de 400 poblaciones de gatos alrededor del mundo (Ruiz-García y Álvarez, 2000; Shostell et al., 2005; Ruiz-García y Álvarez, 2008), usando ciertos marcadores genéticos de fácil identificación fenotípica y que afectan los patrones de coloración del pelaje y malformaciones óseas (Ruiz-García, 1997).


  Las frecuencias de estos marcadores genéticos comúnmente usados para dichos estudios poblacionales, pueden verse afectadas por variables ambientales (Shostell et al., 2005) y/o por efectos migratorios que caracterizan la historia del establecimiento de las poblaciones humanas (Todd, 1977). Por lo anterior, procesos de conquista y colonización española y portuguesa en Latinoamérica, han sido de especial interés para el estudio de las poblaciones de gatos establecidas en el continente. En Colombia, se encuentran caracterizados los perfiles genéticos de 20 poblaciones de gatos según estudios de Ruiz-García y Álvarez (1999); Peñuela (2011) y Peñuela y Cárdenas (2012). Dado que siempre se usan para dichos análisis los genes: O (orange, gen ligado al sexo), Ta (tabby), A (agouti), D (dilution), L (longhair), S (white spotting), W (dominant white), C (colour repart) e I (inhibitor), es posible establecer comparaciones para construir árboles de distancias genéticas y FST, lo cual permite construir la historia de migración que ha ocurrido en dichas poblaciones, según como lo muestran Ruiz-García y Álvarez (1999) y Peñuela (2011). Sin embargo, no todas las poblaciones de gatos presentan los mismos eventos de evolución colonizadora (Ruiz-García, 1990; Ruiz-García y Álvarez, 2000).


  Estudios de Ruiz-García y Álvarez (1999) reportan el perfil genético para la ciudad de Cali en el año 1997, aunque un estudio reciente realizado por Peñuela (2011) también lo detalla. No obstante, Ruíz-García y Klein (1997) y Ruiz-García y Álvarez (2000), muestran como las poblaciones de gatos, dada su condición de especie social, pueden presentar microestructura, teniéndose la formación de subpoblaciones e incluso de demos dentro de estas. La posible existencia de dicha estructura microgeográfica, llevó a que se planteara como objetivo principal de esta investigación, evaluar si la distancia geográfica que existe entre el norte y sur de la ciudad de Cali, puede ser un factor que pueda determinar si las dos localidades se comportan como subpoblaciones, según sus respectivos perfiles genéticos y análisis de diversidad y de Hardy-Weinberg. Por último, se elaboraron dendrogramas de distancia genética y FST entre los perfiles genéticos obtenidos para la población objeto de estudio y nueve más reportadas previamente para Colombia.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Se realizó la recolección de los datos durante un año en la ciudad de Cali (Colombia). Los barrios estudiados y su antigüedad fueron en el Norte: Villa del Prado (20 años), Santa Bárbara (18 años), El Sena (53 años), Salomia (60 años); y en el Sur: Meléndez (colonizado hace 73 años y reconocido como barrio desde 1965), Caney (20 años), Ciudadela Comfandi (alrededor de 20 años) La playa (colonizado hace 35 años aproximadamente), Las Vegas (alrededor de 23 años). Se tomó como supuesto que el conjunto de los barrios del norte conformaban una subpoblación, al igual que los del sur. La selección de estos barrios se debió a la gran densidad de viviendas, y además por la separación urbana de 13 km aproximadamente que hay entre norte y sur. El muestreo se llevó a cabo de casa en casa indagando por el sexo del animal y tomando registro fotográfico del patrón de pelaje del individuo. Cabe destacar que no se tenían en cuenta gatos de las calles, ni los que presentaran algún parentesco familiar.


  A partir del registro fotográfico se identificaron fenotípicamente los siguientes loci, siguiendo la propuesta del Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Cats (1968), excepto para el locus Tabby, pues recientemente Eizirik et al., (2010) por mapeo cromosómico separó el alelo causante del patrón abyssinian como un locus distinto al Tabby, denominándolo Ticked. Los marcadores genéticos inventariados fueron: O (Orange; ligado al sexo), y los autosómicos: B (B, b, bl; color negro vs. color chocolate vs. color carmelita), A (A, a; agouti vs. non-agouti), Ta (Ta(M), Ta(b); mackerel o atigrado vs. tabby blotched), Ti (Ti(A), Ti(+); abyssinian vs. no-abyssinian), D (D, d; full color vs. dilution), L (L, l; pelo corto vs. long hair o pelo largo), S (S, s; manchado de blanco o white spotting vs. no manchado), W (W, w; dominant white vs. color normal), C (C, cs; color normal vs. siamese) y I (I, i; plateado o inhibitor vs. no plateado).


  El cálculo de las frecuencias alélicas se efectuó en los loci con dominancia completa asumiendo que existe equilibrio Hardy-Weinberg, según la fórmula: p2+2pq+q2=1. La frecuencia del alelo recesivo se obtuvo como la raíz cuadrada del conteo de homocigotos recesivos de ese locus sobre el total de individuos, mientras que la frecuencia del alelo dominante se obtuvo como p = 1-q. El cálculo de las frecuencias genotípicas y de los valores de chi-cuadrado para evaluar el equilibrio Hardy-Weinberg en los loci white spotting (S) y orange (O) se determinó siguiendo lo planteado por Christensen (2000). Se incluyen valores de heterocigosidad (2pq) para cada locus y de desviación estándar [image: ]. Estos análisis se hicieron para el norte, sur y las dos zonas juntas (norte + sur). Como se explica más adelante el locus orange no presentó equilibrio Hardy-Weinberg, por lo que se subdividió norte y sur en dos respectivamente, de manera que se agruparon los barrios más cercanos para formar una submuestra, estableciéndose cuatro divisiones: Norte 1 (N1): Villa del Prado y Santa Bárbara, Norte 2 (N2): El Sena y Salomia, Sur 1 (S1): El Caney y Ciudadela Comfandi, Sur 2 (S2): Meléndez, La Playa y Las Vegas. Se evaluó si existía equilibrio Hardy-Weinberg en estas cuatro submuestras, tal cual como se expuso anteriormente.


  El análisis filogenético se realizó usando los índices de endogamia de Wright (1951) según como dicho estudio lo propone, calculándose la diversidad genética promedio esperada en las subpoblaciones (HS), la diversidad genética observada (HO), la diversidad genética promedio esperada en la población total (HT), el índice del componente debido a apareamientos no aleatorios en la subpoblación (FIS), el índice de endogamia total en la población (FIT) y el índice de balance entre deriva y flujo génico (FST). Además se calculó la distancia de Nei (1972), específicamente la identidad genética normalizada (I) y la distancia genética (D). Este análisis filogenético de Wright (1951) y Nei (1972) se elaboró para el norte y sur de Cali usando los loci O, a, Ta(b), d, l, S, W, cs, I; no obstante asumiendo que ambas zonas representaban a Cali, se comparó con nueve poblaciones colombianas reportadas por Ruiz-García y Álvarez (1999) y Peñuela y Cárdenas (2012), construyéndose árboles filogenéticos de FST y distancia genética (D) usando el algoritmo de Neighbor-Joining en el programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011).


  RESULTADOS


  Se inventariaron un total de 263 individuos, 136 en el norte y 127 en el sur de la ciudad. En cuanto al sexo, en el norte se encontraron 41,2% machos y 58,8 % hembras, mientras que en el sur 41,7% machos y 58,3% hembras. Esta igualdad en el porcentaje de sexos encontrados en las dos zonas de la ciudad indican un buen tamaño de muestra para la realización del estudio.


  Se encontró que tanto para norte, sur y las dos zonas juntas (norte + sur) los alelos siamese (cs) y long hair (l) presentaron las frecuencias más altas, siendo congruente también con las mayores heterocigosidades reportadas. Por otro lado, el Ti(A) se caracterizó por mostrar la frecuencia más baja en el norte de la ciudad, mientras que en el sur esto ocurrió para el alelo brown (b), teniendo ambos las menores heterocigosidades de su zona. No obstante, cuando se observan los dos sitios en conjunto (norte + sur), se encuentra que tanto el Ti(A) como el white (W) presentan las frecuencias alélicas y heterocigosidades más bajas. Cabe rescatar, empero, que el alelo inhibitor también presenta una de las más bajas frecuencias en el norte, sur y las zonas juntas (norte + sur) de la ciudad (tabla 1).


  [image: ]


  Además, en la tabla 1, se reporta que la desviación estándar mínima encontrada en norte fue para el alelo Ti(A), mientras que en sur fue en brown (b), no obstante, si se asume que norte y sur juntos (Norte + Sur) representan a Cali, se encuentra que es el alelo W el que presenta la menor desviación. Por otro lado, la máxima desviación estándar se encontró en Ta(b) tanto para norte, sur y las dos zonas juntas (norte + sur).


  Por otro lado, la prueba de bondad de ajuste de chicuadrado determinó que el locus white spotting se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg tanto en norte, sur, como norte y sur juntas, pero no ocurrió lo mismo con el locus orange como se puede ver en la tabla 2 (no hay equilibrio Hardy-Weinberg en ninguna de las localidades evaluadas), de hecho se observa que hay una deficiencia de heterocigotos considerable con respecto a los valores esperados en norte, sur y las dos juntas (norte + sur) para este locus.
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  En vista que el locus orange no presentó equilibrio Hardy-Weinberg, se dividió norte y sur en dos respectivamente, agrupando los barrios más cercanos. De esta manera se obtuvieron cuatro submuestras compuestas por los siguientes barrios: Norte 1 (N1): Villa del Prado y Santa Bárbara, Norte 2 (N2): El Sena y Salomia, Sur 1 (S1): El Caney y Ciudadela Comfandi, Sur 2 (S2): Meléndez, La Playa y Las Vegas. Para estas cuatro submuestras se determinó equilibrio Hardy-Weinberg, encontrándose diferencias particulares entre estas.


  Mientras que N1 y N2 presentaron frecuencias alélicas y heterocigosidades casi idénticas, S1 presentó las más bajas, y S2 exhibió las más altas (tabla 3).


  [image: ]


  El análisis filogenético (tabla 4) tuvo en cuenta los alelos más informativos: O= orange, a= no-agouti, tb= blotched tabby, d= dilution, l= long hair, S= white spotting, W= dominant white, cs = siamese e I= inhibitor. Se encontró que el norte y sur de Cali se comportan como una sola población y no como subpoblaciones, probando en este caso, que la distancia geográfica no ha sido un factor determinante en la subdivisión poblacional, según el análisis de FST de Wright (1951) y distancia de Nei (1972): Identidad genética normalizada (I) y Distancia genética (D) (FST= 0,0004; I= 0,9983; D= 0,0017). La HT y HS indican que no ha habido diferenciación genética entre las frecuencias alélicas del norte y sur de Cali, no obstante la heterocigosis observada (HO) es menor a las esperadas (HT y HS) lo cual muestra una diversidad genética menor de la que se esperaba, explicándose por un posible efecto de endogamia, que aunque es pequeño (FIT= 0,2688; FIS= 0,2685) argumentaría lo observado.
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  Al compararse las frecuencias alélicas reportadas por Ruiz-García y Álvarez (1999) con las del presente estudio en la ciudad de Cali (asumiendo que norte y sur representan en conjunto a Cali) se encuentra que durante los años transcurridos los siguientes alelos se reportaron en mayor frecuencia, especialmente los alelos l y cs según como se menciona respectivamente: O (0,1930 vs. 0,2481), Ta(b) (0,1800 vs. 0,2329), l (0,3300 vs. 0,4834), cs (0,2690 vs. 0,4383), I (0,0000 vs. 0,0463). Mientras que los alelos a (0,8390 vs. 0,7449) y d (0,4710 vs. 0,3273) disminuyeron.


  Los dendrogramas de Neighbor-Joining elaborados para los valores de FST de Wright (1951) y de distancia genética (D) de Nei (1972) para las diez poblaciones Colombianas, presentan un grupo externo formado por Leticia y Capurganá, siendo estás las que mayor diferenciación genética han presentado frente al resto. También, ambos dendrogramas agruparon a Cali 2012 con Duitama, dada la similaridad en las frecuencias alélicas encontradas para ambas (Figs. 1a y b). Cali 1999, Popayán y Bogotá formaron un grupo del cual Pasto estaba cerca, sin embargo, esta ciudad presenta una diferenciación genética similar a la de Bogotá (Fig. 1a), pero la distancia genética la agrupa con Duitama y Cali 2012 (Fig. 1b).
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  DISCUSIÓN


  Los loci l, Ta(b), I, cs, O, a y d presentaron diferencias relevantes con respecto al estudio de Ruiz-García y Álvarez (1999) en la ciudad de Cali; esto podría explicarse quizá por el hecho que hay una selección por parte de los humanos hacia estos alelos por cuestiones estéticas, aumentando así las frecuencias al igual que la heterocigosis esperada. Además, otra posible respuesta podría ser el rápido crecimiento poblacional de gatos lo cual incrementa considerablemente el flujo genético e incrementa la panmixia. Por otro lado, Ruiz-García y Álvarez (1999) plantean que la escases del locus White puede ser usado como medidor de diversidad genética. Para el presente estudio se obtuvo una frecuencia del alelo W ligeramente mayor con respecto al estudio hecho en Cali por Ruiz-García y Álvarez (1999), lo cual según estos, puede ser un detector de la cantidad de intervención humana en las poblaciones de gatos por lo que se podría pensar que para este trabajo dicha intervención fue mayor. No obstante, el hecho que la frecuencia del alelo W sea tan baja en ambos estudios, puede ser atribuido a efectos pleiotrópicos sobre la audición (Geigy et al., 2007) lo cual podría causar problemas en los individuos, así como una muerte más temprana. Es posible, que el aumento de la frecuencia del locus long hair (l) se deba a la preferencia de los humanos por los gatos de pelo largo, dado que son más atractivos como mascotas; con esto han aumentado en Cali, las tiendas que se dedican a importar estos animales para la venta dentro y fuera de la ciudad. Otra hipótesis que podría explicar por que la frecuencia del long hair aumentó con respecto al estudio de Ruiz-García y Álvarez (1999), puede deberse a que recientemente Kehler et al., (2007) determinaron que dicho locus está presente en distintas formas fenotípicas, es decir que un gato puede tener el alelo que causa el pelo largo y expresarlo fenotípicamente en sólo una parte de su cuerpo, es posible que Ruiz-García y Álvarez (1999) ignoraran esto, pues no lo aclaran en la metodología. La baja frecuencia del alelo Ti(A) fue un resultado esperado teniendo en cuenta que no fue reportado en 1999 para Cali. La presencia de este carácter actualmente puede revelar la introgresión de dicho carácter asiático, como sucedió con México en el 2005 (Ruiz-García et al., 2005). Cabe aclarar que recientemente Eizirik et al., (2010) separó el patrón abisiano como un locus distinto al tabby.


  El alelo que causa el color inhibitor (I), no se reportó en Ruiz-García y Álvarez (1999), pero en el presente estudio apareció con una frecuencia de 0,0463, lo cual podría justificarse por los cambios en la tasa de crecimiento y estructura de la población caleña, dado que desde hace 13 años muchas personas se trasladaron a la ciudad junto con sus mascotas; además, los desplazamientos llevados a cabo en Colombia por el conflicto armado se han intensificado en los últimos años, como consecuencia en el periodo de 19992005 llegaron a Santiago de Cali más de 55000 personas, de los cuales casi 20000 fueron en el año 2005 (Fundación Foro Nacional por Colombia, 2006). Los eventos de migración de los gatos están sometidos al traslado de sus dueños, siendo un factor importante en el cambio del flujo génico; una vez que una población humana alcanza los 30000 habitantes, su población de gatos puede haber alcanzado un número efectivo entre 1000 y 5000 individuos, por lo que el impacto de la deriva genética es bastante limitado, siendo la migración un factor más explicativo (Morril y Todd, 1978). Esta hipótesis de migraciones humanas (incluidos los desplazamientos) puede aplicarse a todos los loci, pero en especial puede ser una explicación para argumentar por qué se reportó el inhibitor 15 años después. No se descarta igualmente, la selección por novedad, pues como se mencionó previamente, este carácter, pudo ser seleccionado por razones estéticas por los humanos, de tal manera que sus frecuencias fueron elevándose progresivamente (Ruiz-García y Álvarez, 1999), aun así no se tienen pruebas suficientes para determinar que esta haya sido la razón.


  Usualmente, como menciona Ruiz-García y Álvarez (1999), los dueños de este tipo de mascotas, se movilizan por toda la ciudad con éstos animales, abandonando las crías o regalándolas, de esta forma el flujo génico es alto y era de esperarse que las frecuencias alélicas de los genes evaluados no hayan diferido sustancialmente entre los muestreos del Sur y el Norte de Cali, lo cual fue corroborado por el análisis de FST, ya que ambas zonas se comportan como una sola población (FST=0,0004). Se pudo comprobar el equilibrio H-W para el locus white spotting tanto en las dos localidades (norte y sur) separadas, como en conjunto; este gen por ser autosómico pudo alcanzar el equilibrio rápidamente (Hardy, 1908), dado que el tiempo de ingreso de los gatos a América fue aproximadamente hace 500 años, traídos de España y Portugal por actividades comerciales (Ruiz y Álvarez, 2003). Por el contrario, cuando las frecuencias alélicas difieren entre sexos, el equilibrio H-W no se alcanza en una generación; para encontrarse en equilibrio deben pasar aproximadamente cinco generaciones, lo que se cumple si las frecuencias alélicas están en grandes números y si la población es panmíctica (Soler, 2003). Entonces el locus orange debería estar en equilibrio, pues muchas generaciones han pasado durante 500 años, no obstante, debe considerarse la microestructura e historia de los barrios muestreados, como Meléndez, el cual empezó su asentamiento a finales de la década de 1940 (Dagma, 2009).


  Observando los valores de heterocigosidad para el locus orange, se detalló que esta fue mayor en S2 (0,4227) en comparación con los otros lugares (N1: 0,3456, N2: 0,3671, S1: 0,2329). Una posible razón de esto, es que S2 fue poblado desde la década de 1940, mientras que los otros comenzaron a ser colonizados varias décadas después; por ejemplo, S1, correspondiente al barrio El Caney se fundó en 1993 (Vásquez, 2001), siendo el barrio más nuevo de los implicados en el muestreo y con el menor valor de heterocigosidad. Si se asume una relación entre el tiempo de fundación de los barrios y el flujo génico, podría considerarse que entre mayor sea esta mayor será el flujo; de acuerdo con ello, podría ser una explicación al hecho de que el barrio más antiguo presente mayor heterocigosidad. Igualmente, de acuerdo a Ruiz-García (1994) este locus puede afectarse debido una preferencia fenotípica por parte de la ciudadanos, a favor de los homocigotos.


  El valor de FST en conjunto con el de distancia genética (FST= 0,0004; I=0,0017) obtenido para norte y sur refleja que ambas localidades no son subpoblaciones lo cual puede argumentarse por varias razones: por un control de los seres humanos en la generación de camadas con paternidades simultáneas, incrementando así en gran manera el flujo genético dentro de la poblaciones, reduciendo la endogamia e incrementando la panmixia; además, no hay barreras que limiten el flujo de los gatos, por medio de sus dueños de un lado de la ciudad al otro. Sin embargo, el hecho que el FIS y FIT presenten valores de 0,268 indica que si hay cierto nivel de endogamia en las poblaciones locales norte y sur, evidenciando una deficiencia en la heterocigosidad. Cabe aclarar que el valor del FST se debe al sistema de apareamiento y no a la subdivisión poblacional.


  Ahora bien, al comparar la ciudad de Cali con otras ciudades colombianas se encontró que todas son similares genéticamente. La alta homogeneidad genética encontrada en gran parte de Colombia puede estar relacionada con los movimientos rápidos de los conquistadores españoles a través del río Magdalena, los cuales establecieron muchas ciudades y villas en poco tiempo (Ruiz-García et al., 2005). Sin embargo, Cali 2012 se observa muy cercana a Duitama y Cali de 1999 pero también a Popayán, lo que concuerda con lo encontrado por Ruiz-García y Álvarez (1999); esto puede deberse a que los municipios de Popayán y Cali fueron centros administrativos territoriales de España durante la colonia en el Valle geográfico del río Cauca y al ser las únicas poblaciones presentes en la época, el flujo de habitantes, y con ellos sus animales domésticos, debió ser permanente (Peñuela, 2011); se podría pensar entonces que su permanente comunicación por el curso del río Cauca permitió una similitud genética entre las poblaciones fuentes de gatos que darían origen al resto.


  Generalmente nunca se ha visto agrupada a Duitama con otras ciudades colombianas, a lo que se ha atribuido un fuerte efecto fundador y deriva genética (Ruiz-García y Álvarez, 1999; Ruiz-García y Álvarez, 2008). El que se encuentre agrupado con Cali podría deberse a que la introgresión de genes como Inhibitor, afectó en gran parte la diversidad genética de Cali, semejándola a Duitama, lo que pudo ser maximizado por otras variables como la selección por novedad o los fuertes desplazamientos que se han vivido en el presente siglo. Por otro lado, se observa a Leticia completamente separada del resto de ciudades, lo que concuerda con estudios anteriores; Ruiz-García y Álvarez (1999) reportaron a Leticia como la población más diferente de otras 20 poblaciones latinoamericanas estudiadas y, sugirieron un fuerte efecto fundador asociado a deriva genética y/o un probable origen diferente a las otras poblaciones, además posible pérdida de variabilidad genética. Peñuela y Cárdenas (2012) reportaron igualmente que Capurganá, se agrupa con Leticia, lo cual es incoherente si se tiene en cuenta que ambas poblaciones son las más distantes geográficamente. Tampoco podría explicarse la agrupación por las migraciones humanas, pues Ruiz-García et al. (2005), Peñuela (2011) y Peñuela y Cárdenas (2012) señalan que Capurganá y Leticia no solo difieren en su tiempo de fundación, sino que también en la historia de su colonización y de relaciones comerciales con otras regiones. Ahora bien, la perdida de alelos parece ser la explicación más acertada por la cual Leticia y Capurganá hayan agrupado. Aunque las diez poblaciones evaluadas presenten una historia de colonización diferente o quizá similar, dados los movimientos de conquista españoles al interior de la nación, todas reflejan un origen común, lo cual explicaría por qué el grado de diferenciación y distancia genética entre ellas es reducido.


  La distancia de Nei (1972) indicó que Cali se comporta genéticamente como una sola población, y al compararla con otras ciudades, hubo una alta similitud entre ellas; confirmando lo encontrado por el FST. En general, la similitud genética entre las poblaciones latinoamericanas puede deberse a un evento fundador en común, que refleja su origen idéntico en fuentes españolas (Ruiz-García et al., 2002). Ruiz-García et al., (2005) argumentan que la comparación de las frecuencias alélicas en las poblaciones de gatos, ha llevado a la identificación de relaciones genéticas entre las poblaciones y las rutas de migración de los europeos. Esta especie no estaba presente en el continente americano hasta la llegada de los europeos y su introducción debió estar profundamente ligada a las rutas colonizadoras y comerciales de las diferentes potencias europeas en el Nuevo Mundo (Ruiz-García y Álvarez, 1999), como lo mencionado para Cali y Popayán. Es por esto que poblaciones del suroccidente colombiano guardan gran similitud, ya que históricamente fueron originadas por la misma población de origen; los pequeños grupos genéticos que se forman pueden deberse a frecuencias de alelos raros que son comunes entre ellos.


  CONCLUSIONES


  El norte y sur de Cali no han presentado diferenciación genética, por lo que se comportan como la misma población y no como subpoblaciones, explicando así la facilidad con la que existe flujo genético entre los barrios de la ciudad; aunque, debe tenerse en cuenta que la diversidad genética parece verse influenciada por el tiempo de construcción o colonización de los barrios, sin embargo no se descarta que estén ocurriendo otros eventos a nivel microgeográfico que caractericen cada lugar. Los procesos de inmigración y emigración humana en la ciudad son un factor importante que ha determinado procesos de flujo génico, por lo que no es de extrañar, que a pesar de todo, las frecuencias alélicas puedan variar con el pasar de los años, como se determinó al compararse con el estudio realizado hace aproximadamente 15 años en Cali. No obstante, este cambio en las frecuencias parece ser más visibles a un nivel microgeográfico, por lo que un estudio detallado de la microestructura a nivel de "colonias" podría dar luz para entender que procesos de colonización y de flujo ocurren en la microestructura de la población de la ciudad de Cali. Por último, los valores de distancia genética y FST son muy similares entre las poblaciones colombianas evaluadas, reflejando así un origen común.
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  ABSTRACT


  The tiger shrimp (Penaeus monodon) is an Indo-Pacific species. Its global production between 1970 and 1980 exceeded all other shrimp species, which favored its introduction and cultivation outside its natural range in several countries of Africa, Europe, USA and South America. It is currently found in the coast of the Atlantic Ocean (Mexico, United States, Puerto Rico, Brazil, Guyana, Venezuela and Colombia). Despite the risk involved, no studies have been conducted to evaluate their impact as a possible invasive species and their genetic condition. This study evaluated the genetic status and population origin of P. monodon in the northernmost Colombian Caribbean, analyzing the mitochondrial DNA control region (mtDNA-CR). 16 individuals were randomly collected from Golfo de Salamanca and 342 original Indo-Pacific sequences were obtained from GenBank. Parameters of genetic diversity and genetic relationships were analyzed. These results were a total of 358 sequences compared and 303 haplotypes identified. Three haplotypes were identified in the Colombian population. This results showed lower genetic diversity compared with Indo-Pacific populations. These haplotypes were closely related to those found in samples from the Philippines and Taiwan. We discuss the need to create a regional network to characterize the established populations in the Great Caribbean, with the purpose of inferring colonization processes and the establishment of management measures.


  Keywords: biological invasion, Caribbean Sea, founder effect, genetic relationships, mitochondrial DNA.


  RESUMEN


  El camarón tigre (Penaeus monodon) es una especie del Indo-Pacífico. Su producción mundial entre 1970 y 1980 superó todas las otras especies de camarón, lo que favoreció su introducción y cultivo fuera del área de distribución natural en varios países de África, Europa, EE.UU. y América del Sur. Actualmente se encuentra en la costa del Océano Atlántico (México, Estados Unidos, Puerto Rico, Brasil, Guyana, Venezuela y Colombia). A pesar del riesgo que implica, no se han realizado estudios para evaluar su impacto como posible especie invasora y su condición genética. Este estudio evaluó el estado genético y el origen de la población de P. monodon en el norte del Caribe colombiano, analizando la región control del ADN mitocondrial (ADNmt-CR). 16 individuos fueron recolectados al azar del Golfo de Salamanca y 342 secuencias originales de muestras del Indo- Pacífico fueron obtenidas de GenBank. Se analizaron los parámetros de diversidad genética y las relaciones genéticas. Se analizaron un total de 358 secuencias y se identificaron 303 haplotipos. En la población de Colombia se identificaron tres haplotipos, mostrando una baja diversidad genética en comparación con las poblaciones del Indo-Pacífico. Estos haplotipos se encontraron cercanamente relacionados con secuencias obtenidas de muestras de Filipinas y Taiwán, principalmente. Se discute la necesidad de crear una red regional para caracterizar las poblaciones establecidas en el Gran Caribe, con el propósito de inferir los procesos de colonización y el establecimiento de medidas de manejo.


  Palabras clave: ADN mitocondrial, efecto fundador, invasión biológica, Mar Caribe, relaciones genéticas.

  


  INTRODUCTION


  The giant tiger shrimp (Penaeus monodon) is a native species of the Indo-Pacific Ocean, distributed in East Africa (Tanzania, South Africa, Mozambique and Madagascar) throughoutthe Arabian Peninsula, Southeast Asia (India, Thailand, Vietnam, China, Korea) including the islands of Taiwan, Japan, Philippines, Indonesia, Madagascar, Fiji and Australia. Since P. monodon is subject to intense exploitation in the wild and is the most farmed species in aquaculture, it became the most commercially important shrimp species, worldwide (Hulata, 2001). During the 1970s and 80s, global production of tiger shrimp exceeded that of all other shrimp species, favored widely by its introduction and farming outside their native range in various West Africa countries (Senegal, Gambia, Ivory Coast, Guinea and Angola) Europe (Italy and Cyprus), Hawaii, United States and South America (Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru and Brazil).


  The introduction of this species for cultivation brought about the invasion of native ecosystems in several countries around the world, including some in the western Atlantic. Several hypotheses have been proposed to explain the introduction of P. monodon in the Caribbean ecosystems, including: 1. Individuals escaped from aquaculture facilities into the surrounding environment as a result of accidental release during harvesting as well as mass escape during flooding events during storms and hurricanes, 2. Migrations from areas where tiger shrimp have previously become established in the wild, and 3. Through ballast water discharge, although this latter hypothesis is less feasible. Some cases of farmed shrimp that have escaped and become established in the natural environment are known, for example, in several countries of West Africa and Hawaii resulting in relatively common catches, suggesting establishment of populations in the natural environment (CABI-ISC; http://www.cabi.org/isc/datasheet/71093). In the United States, these shrimp have been captured from the coasts of North Carolina to Texas, after an accidental escape of roughly 2000 animals from an aquaculture facility in South Carolina in 1988. However, it is not believed that these animals established new population, catches have increased, starting with six animals in 2006 and increasing to 273 in 2011 (Knott et al., 2012).


  The situation in the coasts of South America is similar. Fishermen on the Atlantic coast from Guyana to Colombia and off the coast the Dominican Republic in the Caribbean Sea occasionally report catches of giant shrimp. The first official reports began in Brazil in the States of Maranhao (Fausto-Filho, 1987; Santos and Coelho, 2002), Pernambuco, Alagoas (Coelho et al., 2001) Amapa (Silva et al., 2002) and Sergipe (Santos and Coelho, 2002). In Venezuela it has been reported officially in the Anzoátegui coast, in the Orinoco River delta in Golfo de Paria (Aguado and Sayegh, 2007; Altuve et al., 2008). In Puerto Rico they have been found in the Boquilla de Mayagüez (Ramos, 2012). Their catch in Colombia has been recorded more often in the Caribbean, mainly in the Golfo de Morrosquillo (Álvarez-León, 1982) and Bahía de Cispatá in Córdoba Province (Álvarez-León and Gutiérrez-Bonilla, 2007); the Cabo de la Vela and Punta Gallinas in Guajira Province (Gómez-Lemos and Campos, 2008); and the Ciénaga Grande de Santa Marta in Magdalena Province (SIBM-INVEMAR, 2008).


  In populations, introduced and established through a founder effect, the ability to adapt to a new environment depends not only on external factors such as predation, competition, diseases or characteristics of the habitat invaded, but also on their genetic potential (Holland, 2000; Tsutsui and Case, 2001) because high genetic diversity is positively correlated with invasive success (Williamson, 1996). Thus, a large number of introduced individuals with high genetic diversity are predicted to increase the risk of establishment, spread, and adaptation to new habitats (Garcia-Ramos and Rodriguez, 2002; Stepien et al., 2002; Lockwood et al., 2005; Stepien et al., 2005). Even if a founder effect is caused by temporal and spatial waves of introductions originating from multiple founding sources, it may fuel the genetic diversity of an invasion, enhancing the capacity to adapt to new and changing environments (Stepien et al., 2005). Invasions caused by a small number of individuals usually exhibit low genetic diversity due to the limited gene pool when compared to source populations and this may cause demographic bottlenecks as an effect in the post-introduction phase. In these populations genetic drift and inbreeding have a greater impact and natural selection is less effective (Frankham et al., 2002; Allendorf and Luikart, 2007), resulting in a reduction in survival and reproductive success of individuals (Frankham et al., 2002), with a consequent loss of the genetic diversity and adaptive potential of the population.


  Despite the threat that P. monodon represents for native biodiversity and ecosystem stability in the Great Caribbean, because of its predatory habits, high fertility rate, it carries a variety of exotic pathogens (e.g. virus) and apparently does not have any natural predators, research on its economic and ecological impact is currently lacking. Likewise, nothing is known about their origin and the genetic potential to establish, proliferate and colonize new environments. Therefore, the aim of this study was to determine the origin of invasive populations of Penaeus monodon in the Colombian Caribbean and assess their genetic diversity for the purpose of discussing about the risk of establishment in local environment. In this study we used the mitochondrial DNA control region due to its smaller effective population size, more rapid extinction of lineages, and lack of recombination would be especially useful in detecting low genetic variability in new populations from founder effects (Avise, 2000).


  MATERIALS AND METHODS

  Collection of samples and DNA isolation


  Tissue samples from 16 specimens of P. monodon were collected in the Golfo de Salamanca, Magdalena Province, Colombia (11°2'20" N-74°15'11" W) during April 2012, (Fig. 1). Tissues of pleopods were preserved in absolute alcohol and DNA was isolated using a commercial kit (DNA Extraction MasterPure™ of Epicentre Biotechnologies, U.S.A.).
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  Amplification and sequencing


  The mitochondrial DNA control region (mtDNA-CR) was amplified by PCR using primers 12S (forward) 5'-AAGAACCAGCTAGGATAAAACTTT-3'and PCR-1R (reverse), 5'-GATCAAAGAACATTCTTTAACTAC-3' from Chu et al., (2003). The reaction was done in a 25 μL reaction volume with a final concentration of 1x Buffer, 2 mM MgCl2, 0.2 mM of dNTPs, 0.3 µM of primers, 0.05 U of Taq DNA Polymerase and 50–100 ng/mL of template DNA. The PCR was run in a thermocycler ESCO Swift ™ MaxPro with the following temperature profiles: initial denaturation at 94 °C for 5 min followed by 30 cycles of 94 °C for 1 min, 57.2 °C for 30 s for alignment, and 72 °C for 1 min for extension, and a final extension at 72 °C for 3 min. The amplified products were purified and sequenced at Macrogen Inc. Additionally, for phylogeogrpahic comparisons, 342 sequences from the Indo-Pacific populations (Ky: Kenya, Mg: Madagascar, Ind: India, ThE: Thailand East, ThW: Thailand West, Vn: Vietnam, Ch: China, TaE: Taiwan East, TaNE: Taiwan Northeast, TaW: Taiwan West, TaS: Taiwan South, Ph: Philippines and Aus: Australia) were obtained of GenBank with accession numbers EU426576 – EU426831, FJ226007 – FJ226027, EU368046 – EU368113 and DQ311142.


  Analysis of information


  All sequences were edited and aligned in the programs BioEdit v7.0.5 (Hall, 2001) and MEGA v5.02 (Tamura et al., 2011). The alignment quality was also inspected visually.


  Genetic status of the invasive species P. monodon in Colombia


  The genetic status of invasive tiger shrimp in Colombia and Indo-Pacific populations was determined by estimating the nucleotide substitution parameters (percentage of nucleotide composition, ts: transitions, tv: transversions, subs: substitutions and indels) and genetic diversity indices (HD: haplotype diversity, π: nucleotide diversity and S: polymorphic sites) with the program Arlequin 3.1.1 (Excoffier et al., 2006).


  Possible source of invasive P. monodon in Colombia


  The possible source population of the invasive tiger shrimp in Colombia was assessed by determining the genetic relationships between Colombian and Indo-Pacific populations. For this purpose, a Neighbor-Joining tree was constructed in MEGA v5.02 (Tamura et al., 2011). A genetic distance matrix was calculated with pairwise Φst comparisons and an Analysis of Molecular Variance (AMOVA; Excoffier et al., 1992) was performed assuming all samples from each country as independent populations. All these analyzes were performed using the Tamura-Nei model and correction factor Gamma of 0.51 (TN+G; Gamma = 0.51) in the program Arlequin 3.1.1 (Excoffier et al., 2006). The program Modeltest 3.06 (Posada and Crandall, 1998) indicated that the model GRT+G+I was ideal for the control region of the mitochondrial DNA. However, due to the limitations of the software a different yet similar model TN+G was used, a part of Arlequín 3.1.1 (Excoffier et al., 1992), which encapsulates the more complex models that are summarized within TN+G. Finally, a haplotype spatial distribution graphic was made in order to understand the nature of the geographical relationship between the haplotypes present in the Colombian population and those of the Indo-Pacific region. To this end, the frequency matrix obtained in Arlequín was used.


  RESULTS


  Genetic status of the invasive species P. monodon in Colombia


  A total of 358 sequences with a length of 490bp were obtained. The percentage of nucleotide composition of the sequences was similar in all populations but the nucleotide substitution parameters (ts, tv, subs and indels) differed greatly. The Colombian population presented lower substitution values (ts = 4, tv = 3, subs = 7 and indels = 3), whereas the Indo-Pacific populations showed a large variability in the nucleotide substitution of sequences (mean values: ts = 69, tv = 33, subs = 102 and indels = 9). The analysis of genetic diversity recorded 303 haplotypes of the 358 sequences used in the study, the Colombia population with 16 sequences recorded only three haplotypes and their genetic diversity was extremely low (HD = 0.242±0.135, π = 0.2%±0.002 and S = 8) compared to Indo-Pacific populations (mean values: HD = 0.998±0.018, π = 6.2%±0.031 and S = 95) (Table 1).
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  Source of the species invasive P. monodon in Colombia


  The Neighbor-Joining tree (TN+G; Gamma = 0.51) used to explore the relationships of the Colombian population when compared to Indo-Pacific populations showed that three haplotypes recorded in the 16 sequences are related to haplotypes found in populations from Thailand, Vietnam, Philippines, Taiwan and Australia (Fig. 2).
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  The genetic distance matrix showed a highly significant differentiation between the Colombian population and the Indo-Pacific ones. The lowest values of Φst were registered for China (Col vs Ch = 0.199), Vietnam (Col vs Vn = 0.258), Taiwan (Col vs TaW = 0.301) and Philippines (Col vs Ph = 0.330), whereas there was an increased differentiation with those populations from the Indian Ocean (India, Kenya and Madagascar), even at the species level (Table 2). The AMOVA verified this differentiation among populations (Φct = 0.49, p = 0.0009, Variation = 49.1%) and within populations (Φst = 0.49, p = 0.0000, Variation = 51.0%).
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  The spatial distribution of haplotypes showed that the most common haplotype in the Colombian population (H1 = 14/16 or 87.5%) was shared with Taiwan, the second one (H2 = 1/16 or 6.25%) was shared with the Philippines and Thailand, and the third one (H3 = 1/16 or 6.25%) was unique (private) to the Colombian groups. However, this doesn't mean that the source of this haplotype (H3) is not the Indo-Pacific. Rather, it means that in order to confirm if this is a real private haplotype, increased sampling of the source populations is needed (Fig. 3).
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  DISCUSSION


  Genetic status of the invasive species P. monodon in Colombia


  A reduced genetic diversity found in the invasive population of P. monodon in Colombia, compared to native Indo-Pacific populations suggests that the invasion of this shrimp is a result of a founder effect. This means that a few individuals representing a small part of the gene pool of the native population, originated the current invasive population. Even when we compare the data from the invasive population with other studies of native populations (e.g. Kumar et al., 2007; You et al., 2008; Zhou et al., 2009; Walther et al., 2011; Waqairatu et al., 2012), their genetic diversity remains low (Table 3).
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  Genetic diversity loss associated with a founder effect has been observed in other invading organisms. Several studies in different species using dominant and codominant molecular markers have documented the loss of genetic diversity in introduced organisms compared to their source populations (Table 3). For example, Betancur et al., (2011) using mtDNA to reconstruct the lionfish invasion (Pterois volitans) in the Great Caribbean, found that invasive populations have significantly lower levels of genetic diversity relative to their native counterparts, confirming that their introduction resulted in a strong founder effect. Apparently this is not an uncommon process, because it has always been thought that introduced populations of invasive species should experience loss of genetic diversity relative to native sources because of founder effects and post-introduction demographic bottlenecks (Dlugosch and Parker, 2008).


  Source of the invasive Species P. monodon in Colombia


  The genetic relationships analysis (pairwise Φst comparisons and Neighbor-Joining tree) showed that the population of tiger shrimp from Colombia is significantly differentiated from populations in the Indian Ocean populations (Kenya, Madagascar and India) and has a lower degree of divergence with those Pacific populations (China, Vietnam, Taiwan and the Philippines, mainly). Although the degree of divergence from the Pacific Ocean populations is high and may be the result of historical processes, this information shows that the origin of invasive tiger shrimp in Colombia is some part of the Pacific Ocean. The spatial distribution of haplotypes allowed establishing their possible origin. The most common haplotype (H1 = 87.5%) is shared with Taiwan and a second (H2 = 6.25%) is shared with the Philippines and Thailand. This shows that the invasive population of P. monodon in Colombia apparently came from these three populations, but mainly from Taiwan. The third haplotype (H3 = 6.25%) was not shared (private haplotype), indicating the likely introduction from another population from sites not included in this study.


  However, there is no way to point out the entry process that led to the invasion. They have raised three possible scenarios: 1.The escapement from aquaculture facilities; 2. Migrations from areas where tiger shrimp have previously become established in the wild; and 3.Through ballast water discharge. However, genetic conditions as poor as that found in the population of P. monodon in Colombia may indicate an invasion caused by leakage from farming systems. It is well known that captive populations for commercial purposes are formed by founder effect, that always begin with an artificial bottleneck, where a few individuals are recruited from the natural population (representing only a small part of the gene pool) and are then subjected to selective crosses, causing the loss of genetic diversity due to consanguinity and genetic drift. It is also likely that the individuals of the invading population did not suffer from a single founding effect, but in fact a double effect due to the fact that the shrimp that colonized the Colombian coastal waters originated from cultivation systems, already having initially suffered a first effect.


  Benzie (2000) provides evidence of the above when comparing the loss of genetic diversity in wild and cultured populations of the genus Penaeus (including to P. monodon) with several markers such as isoenzymes, RAPD and mtDNA. Even, Sbordoni et al. (1987) recorded decline in observed heterozygosity in seven generations (F1 = 0.102 – F7 = 0.018) on P. japonicus stocks that had been introduced into Italy, reducing hatching rate of 50% to 10% as a result of inbreeding because of the founder effect.


  Furthermore, there is evidence that Colombia imported a stock of P. monodon for aquaculture from Brazil in 1987 (Álvarez-León and Gutiérrez-Bonilla, 2007) and the latter made two introductions of this species: the first, from Philippines in the 70's by Empresa de Pesquisa Agropecuária do Estado do Rio Grande do Norte (EMPARN: a State research division dedicated to farming, cattle raising and aquaculture studies) (Madeiros et al., 2006; Leão et al., 2011) and the second, from Taiwan in 1984 by a cultivation enterprise in Valença (Bahia STATE) (Madeiros et al., 2006).


  The first report of its increasingly common occurrence in the fisheries of South American coasts appears to be consistent with this introduction period. For example, Fausto-Filho (1987) described the presence of this species in the coastal waters of states from Santos and Maranhão (Brazil), and proposed that their occurrence in the natural environment could be linked to the escape of culture facilities nearby. Likewise, Altuve et al., (2008) considered the possibility that the species escaped to the environment during this initial phase and reached the Brazilian Northeast Atlantic Ocean; later their larvae dispersed northwards with the Guyana current and arrived in the east coasts of Venezuela and Colombia. These authors base their hypothesis on report catches in the French Guiana coast, near the Brazilian border.


  However, it can't be ruled out the existence of another processes, like the introduction through ballast water, pathways or migration from other areas of establishment following ocean currents. According Tavares and Braga (2004), P. monodon and other five species of Indo-Pacific native crustaceans, reached the eastern Mediterranean through the Suez Canal, and subsequently were transported in ballast waters to the Western Atlantic. Similarly, Campos and Turkay (1989) suggested this path for the crab Charybdis hellerii, a native species from the Indo-Pacific and first recorded for the Western Atlantic in Bahía Portete (La Guajira, Colombia).


  The establishment risk of invasive species P. monodon in Colombian Caribbean


  According to Crooks and Rilov (2009) during the invasion process, the establishment stands at the interface between the initial introduction of invaders and their integration into the ecological community. Although the edges of this transitional phase tend to blur, invader establishment is generally related to the survival of initially transported individuals to form reproducing and expanding populations, influenced both by the characteristics of the invader and the receiving ecosystem.


  Penaeus monodon, is a species with a wide range of tolerance to changes in environmental conditions. It can live in freshwaters and even in areas where salinities exceed 35 ‰. The species withstands wide ranges in temperature (13°C–33°C) and dissolved oxygen(<3 and >5 mg/L). It also has a high fertility rate (from 500.000 to 750.000 eggs), a fast growth rate and an aggressive predator behavior, feeding mainly on small crabs, shrimp, bivalves, gastropods, fish and polychaetes (Marte, 1980; Su and Liao, 1986; FAO, 2005). Furthermore, it can occupy numerous ecosystems such as lagoons, estuaries, mangroves, the intertidal zone, coral reefs and muddy or sandy bottoms. All these features, combined with their large size (33 cm aprox.) and the lack of predators and challengers, make it a successful organism able to invade new habitats and niches and to establish easily.


  Although nothing is known about the impact these shrimp may have on native biodiversity and ecosystem integrity, in recent years it has become more common to find reports of their presence along the coasts of Brazil, Venezuela, Colombia, Puerto Rico and the United States. Moreover, there is evidence to believe that the species is reproducing and completing all its life history stages in Caribbean waters; for example, several authors (Santos and Coelho, 2002; Aguado and Sayegh, 2007; Altuve et al., 2008) have reported catches of adult individuals in marine environments and young ones in estuarine waters. Even, Aguado and Sayegh (2007) mention the capture of ovigerous females in the Orinoco's delta. These findings show the high probability that the species is established or is being established on the South American coasts, representing a major threat to native biodiversity, since the presence of early life stages in lagoon or estuarine systems could threaten and displace native species (e.g. Xiphopenaeus kroyeri and Farfantepenaeus spp.) as a result of competition for space and food. In addition, large sizes achieved in the adult stage and their generalist habit, may allow easily prey on any native species, including other shrimps (Medellín et al., 2011). The above results suggest that P. monodon could be altering the dynamics of populations of native species, changing the structure and function of ecosystems and causing economic significant losses in small-scale fisheries.


  On the other hand, poor genetic diversity observed in the population of P. monodon in Colombia could be one favorable aspect in limiting their potential to reproduce, adapt and survive. In this sense, under a constant and selective pressure (e.g. fishing) it could be easier to control and manage their invasive process. However, considering that the invasive process of this species extends beyond the local level, it is necessary to determine through different markers (mtDNA-CR and microsatellite) several important aspects: 1.Whether such poor state of genetic diversity is the same in the population distributed throughout the Caribbean, 2. Whether there is one or several distinct populations and 3. Whether the invasion was produced by a single or by multiple introductions, as the emergence of novel genotypes combinations can promote accelerated rates of evolution and expansion.


  It should be considered that the loss of genetic diversity caused by bottlenecks during a founder effect does not always produce negative effects for adaptation and survival of populations. According to Lee (2002) and Barton and Turelli (2004) bottlenecks may create opportunities for new allelic combinations, converting genetic variation due to epistatic or dominance interactions into additive genetic variation. Therefore, increased additive genetic variance during invasion would increase heritable phenotypic variation, providing fuel for evolutionary adaptation in novel environments (Lee, 2002). Also, another important factor to consider is the type of introduction through which the invasion took place, because a single introduction of a large number of individuals or multiple introductions can reduce bottleneck effects as they provide gene flow between source and destinations. Furthermore, the crossing of populations of distinct origin is characterized by an increase in genetic diversity in the invading group (Kolbe et al., 2004). These processes give rise to new genotypes that are possibly more adapted to the new environment and that also promote accelerated rates of evolution and ranges of expansion.


  Finally, it is necessary to supplement this information with other ecological studies documenting aspects such as their life history, feeding habits, current population status (abundance and colonization), and fisheries aspects, among others, throughout the area of invasion. Likewise, we discuss the need to create a regional network to further characterize genetically established populations in the Great Caribbean to infer processes of colonization and establish management measures.


  CONCLUSIONS


  Penaeus monodon is a native species of the Indo-Pacific. It was imported for cultivation in several countries around the world and currently is found on natural environment in the Atlantic Ocean (eg. Mexico, USA, Puerto Rico, Brazil, Guyana, Venezuela), including the Colombian Caribbean Sea. Despite the risk that could be represented, no studies have been conducted to evaluate basic aspect their invasive process in order to understand source and genetic status. This study reveled that Colombia's population had low genetic diversity compared to its native counterpart of Indo-Pacific, suggesting that the introduction was possibly due to a founder effect, related to cultivation attempts of the species, where the specimens apparently come from Taiwan and the Philippines and they were imported by Brazil for cultivation. We discuss the need to create a regional network to characterize the established populations in the Great Caribbean, with the purpose of inferring colonization processes and the establishment of management measures.
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  RESUMEN


  Un paso crucial en el desarrollo de un inmunosensor piezoeléctrico para la detección de tuberculosis (TB), es la selección y obtención de los inmunoreactivos empleados en el inmunoensayo y la estrategia para la biofuncionalización del transductor. Diversos estudios han reportado el uso del antígeno proteico 38kDa (Ag38kDa) de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) como un buen biomarcador de la enfermedad y el cumplimiento de las características físicas y bioquímicas para ser inmovilizado por monocapas autoensambladas (SAMs), en la superficie del electrodo de oro de cristales piezoeléctricos. Un inmunosensor piezoeléctrico desarrollado a partir de un antígeno nativo purificado de Mtb podría ser un método alternativo simple para la detección de Mtb con ventajas de rapidez y reusabilidad, contribuyendo al control y el tratamiento oportuno de la enfermedad. En este estudio se presenta el proceso de purificación del Ag38kDa a partir de proteínas de secreción filtradas de cultivo (CFP) de Mtb para ser usado como inmunoreactivo con potencial aplicación en la detección de Mtb con inmunosensores piezoeléctricos. Se obtuvieron cristales funcionalizados mediante la técnica modificada de monocapas autoensambladas (SAMs), con el antígeno nativo purificado y CFP. Las superficies biofuncionalizadas fueron caracterizadas cualitativamente con microscopía de fuerza atómica (AFM) para validar las condiciones de optimización del protocolo de inmovilización con antígenos de secreción de Mtb. Estos cristales modificados pueden ser acoplados a un sistema de caracterización de un inmunosensor piezoeléctrico para la detección de Mtb mediante un inmunoensayo competitivo directo.


  Palabras clave: AFM, antígeno 38kDa, biosensores, inmunoensayos, inmovilización, microbalanza de cristal de cuarzo.


  ABSTRACT


  The selection and procurance of the immunoreagents used in the immunoassay and biofunctionalisation transducer strategy, are a key in the piezoelectric immunosensor development for the detection of tuberculosis (TB). Many have reported the use of 38kDa protein antigen (Ag38kDa) from Mycobacterium tuberculosis (Mtb) such as good biomarker of TB disease and compliance with physical and biochemical characteristics to be immobilized by self-assembled monolayers (SAMs), in the gold electrode of piezoelectrics crystals surfaces. A piezoelectric immunosensor developed from purified native antigens of Mtb may be an alternative simple method for detection of Mtb with speed and reusable advantages, contributing to the control and early treatment of disease. In this paper, the purification process of Ag38kDa Mtb from secretory proteins filtered culture (CFP) from Mtb is presented as an immunoreactive with potential application in the detection of Mtb by piezoelectric immunosensors. Functionalized crystals were obtained by using the modified self-assembled monolayers (SAMs) technique, with purified native antigen and CFP. The functionalized surfaces were qualitatively characterized using atomic force microscopy (AFM) in order to validate the immobilization protocol optimal conditions for secretion antigens from Mtb. These modified crystals may be coupled to piezoelectric immunosensor characterization system for detecting of Mtb by a direct competition immunoassay.


  Keywords: AFM, antigen 38kDa, biosensors, immunoassay, immobilization, quartz crystal microbalance.

  


  INTRODUCCIÓN


  La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas más antiguas conocidas por la humanidad y en la actualidad continúa como uno de los problemas de salud pública más importantes en el mundo, con más de nueve millones de casos reportados al año, de los cuales aproximadamente dos millones de personas mueren (WHO, 2013). Como métodos convencionales de diagnósticos para la detección de la TB pulmonar, se han usado el examen directo de esputo con coloración y el cultivo, para determinar la presencia de la micobacteria. Sin embargo, estos métodos tienen como desventaja el tiempo prolongado para la obtención de resultados, sensibilidad variable, múltiples visitas de los pacientes al centro de salud y una capacitación técnica considerable del personal de salud, lo que limita las posibilidades de detección temprana y tratamiento rápido de la enfermedad (Zenteno, 2003).


  En vista de las limitaciones de los métodos convencionales, en los últimos años se han desarrollado métodos alternativos de detección, con el objetivo de mejorar el diagnóstico como es el caso de los inmunoensayos. Los principales retos a los que se enfrentan este tipo de pruebas, están relacionados con la sensibilidad y la especificidad que pueden ofrecer, en parte, porque muchos de ellos son ensayos desarrollados a partir de reactivos de naturaleza recombinante o de baja especificidad por el biomarcador que se quiere detectar. Esto ha motivado el desarrollo de técnicas de purificación y el aislamiento de antígenos del patógeno que son buenos candidatos de biomarcadores para la detección de la enfermedad o monitoreo de la efectividad del tratamiento, entre los cuales se encuentran los antígenos de secreción de Mtb (Bala et al., 2002; Devi et al., 2002). Uno de los antígenos de secreción más estudiados, es el antígeno 38kDa (más conocido como b (pab), antígeno 5, antígeno 78, antígeno 38, lipoglicoproteína 38kDa Pst1), que es una lipoglicoproteína de unión a fosfato de liberación lenta al ambiente extracelular, que se ha demostrado es el constituyente mayoritario del sobrenadante de cultivo de esta micobacteria en el medio sintético Sauton's y uno de los antígenos inmunodominantes (Attallah et al., 2003; Steingart et al., 2009).


  En respuesta a estos desafíos, han surgido nuevas tecnologías con uso potencial en diagnóstico como los biosensores. Un biosensor es un dispositivo que utiliza mediadores bioquímicos (bioreceptores) inmovilizados sobre la superficie de un transductor, para detectar la presencia de compuestos químicos o analitos de interés por medio de señales eléctricas, térmicas u ópticas (Montoya et al., 2008). Un biosensor que emplea un anticuerpo o antígeno como elemento de reconocimiento biológico, inmovilizado sobre la superficie del electrodo de oro de un cristal piezoeléctrico (biofuncionalización), es conocido como inmunosensor piezoeléctrico, en el cual el cristal piezoeléctrico esta configurado como un microbalanza de cuarzo (QCM, del inglés Quartz Crystal Microbalance). Estos transductores biofuncionalizados se pueden acoplar a un sistema de caracterización de señales, donde pequeños cambios en la masa detectada en la superficie del cristal, ocasionadas por las interacciones antígeno-anticuerpo, darán lugar a cambios en la frecuencia de resonancia o fase de la señal con la que se interroga el transductor, estableciendo una relación inequívoca entre las variaciones de la concentración del analito y los cambios de la señal (Bizet et al., 1995; Fengjiao y Zhang, 2002; Montoya et al., 2008).


  Siguiendo este modelo, se pueden emplear antígenos de secreción de los microorganismos purificados en el laboratorio, para la biofuncionalización del electrodo de oro del cristal piezoeléctrico, el cual, acoplado a un sistema de caracterización de QCM, podrían ser empleados para la detección de Mtb. Un dispositivo de estas características, que combine las ventajas de un inmunoensayo con la fácil implementación de los biosensores, podría constituirse como un método alternativo para el diagnóstico de TB, facilitando la detección temprana y favoreciendo el tratamiento eficaz. (Montoya et al., 2008; Jaramillo et al., 2013)


  En este trabajo se presenta el proceso de purificación del antígeno 38kDa nativo (Ag38kDa) a partir de proteínas de secreción filtradas de cultivo (CFP) de Mtb. Tanto las proteínas de secreción filtradas de cultivo, como el antígeno purificado, se emplearon para la inmovilización de cristales piezoeléctricos. Las superficies biofuncionalizadas se caracterizaron cualitativamente empleando microscopía de fuerza atómica (AFM), con el fin de encontrar características morfológicas deseables que permitieran establecer su uso potencial para la detección de un antígeno nativo de Mtb mediante un inmunosensor piezoeléctrico.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Obtención de proteínas de secreción filtradas de cultivo de Mtb


  La purificación del Ag38kDa nativo de Mtb se llevó a cabo a partir de CFP de Mtb. Para la obtención de filtrados de cultivo se seleccionaron dos cepas de Mtb, un aislamiento del sublinaje LAM09 o aislamiento autóctono y la cepa de referencia de Mtb H37Rv, suministradas por la Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB), con el objetivo de comparar entre ellas el rendimiento en la obtención de proteínas de secreción y la purificación del antígeno nativo de interés, bajo las mismas condiciones de cultivo. Mtb fue cultivado en medio líquido Sauton's modificado, como se describe en Parish y Stoker, 2001 y Cardoso et al., (2004) e incubada a 37 °C durante tres a cuatro semanas en agitación suave. Los bacilos se recuperaron por centrifugación a 3000 rpm durante 15 minutos a 4 °C para hacer los cultivos sucesivos. El sobrenadante (enriquecido con proteínas de secreción) se filtró en su totalidad usando membranas estériles de 0,45 µm (GVS Ref.: A004Fl01) y 0,20 µm (GVS Ref.: A002Dl01). Las proteínas presentes en el filtrado de cultivo se precipitaron con (NH4)2SO4 (Merck, Ref. 1012175000) en gradiente de 50% y 80% de saturación. El material recuperado se dializó con solución tamponada de fosfatos (PBS 50 mM/25 mM) adicionando inhibidores de proteasas y se liofilizó para su almacenamiento y posterior uso. Para determinar la cantidad de proteínas totales recuperadas, el material liofilizado se resuspendió en agua ultrapura tipo 1 (MilliQ®) y se realizó cuantificación de proteínas utilizando el kit comercial (Qubit® Protein Assay Kits Invitrogen, Ref. Q32866), posteriormente se identificó el perfil de proteínas y su inmunoreactividad mediante SDS-PAGE y Western Blot (WB) como se describe en Coligan et al., (1995), determinando el rendimiento por cada lote y cepa en la cantidad de la proteína de 38kDa de interés. Todos los lotes de proteínas obtenidos por cepa se unificaron en lotes únicos, mediante una mezcla homogénea y conservando cadena de frío. Nuevamente lotes únicos se liofilizaron (Liofilizador Centricol Syclon 18) tras la adición de inhibidor de proteasas y se almacenaron a 4#ºC.


  Purificación del antígeno 38kDa nativo de secreción a partir de un aislamiento autóctono de Mtb


  El Ag38kDa se purificó a partir de CFP empleando cromatografía de afinidad (Aminolink® Immobilization Kit Pierce, Ref. 20381). Las columnas cromatográficas se prepararon siguiendo las recomendaciones del fabricante y se empleó para el acople con las perlas de agarosa una concentración de 0,89 mg/mL del anticuerpo monoclonal Myc31 (AcMoMyc31). Este anticuerpo monoclonal se obtuvo mediante la tecnología de hibridomas como se describe a continuación y su afinidad por el antígeno nativo en las muestras de CFP se evaluó un inmunoensayo de ELISA indirecto empleando 100 μL de CFP para tapizar los microplatos (Corning Ref: 3590).


  Producción del anticuerpo monoclonal Myc31


  Se inmunizaron cinco hembras BALB/c mediante inyección intraperitoneal con el antígeno proteico rAgMyc38kDa (MyBioSource MBS538250), de origen recombinante de Mtb. La fusión celular se llevó a cabo siguiendo el método propuesto por Nowinski et al., (1979). Las poblaciones celulares de linfocitos procedentes de ratones que respondieron al proceso de inmunización y de mieloma, se mezclaron en una proporción 5:1 (linfocito:mieloma) y se fusionaron mediante la adición de polietilenglicol (PEG) 1500. Se les añadió medio de selección suplementado con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) y luego se sustituyó por el mismo medio sin aminopterina (HT). Entre ocho y diez días después de la fusión celular, los sobrenadantes de cultivo se analizaron mediante ELISA para detectar la presencia de anticuerpos capaces de reconocer al antígeno proteico recombinante de Mtb. Los hibridomas seleccionados se clonaron siguiendo el procedimiento de dilución límite utilizando medio HT. Los anticuerpos se purificaron directamente a partir de los sobrenadantes de cultivo mediante precipitación con (NH4)2SO4 al 50% de saturación. Finalmente, los anticuerpos precipitados se almacenaron a 4 °C y se evaluaron finalmente mediante ELISA empleando CFP de Mtb, para seleccionar el anticuerpo con mayor afinidad por el Ag38kDa nativo presente en los antígenos totales. El anticuerpo monoclonal que presentó mayor afinidad por el antígeno recombinante comercial y el antígeno nativo fue el anticuerpo Myc31, su denominación específica fue dada de acuerdo al animal de procedencia, al número de hibridomas clonados y al nombre del antígeno con el cual se inmunizaron las ratonas (rAgMyc38kDa).


  Biofuncionalización de cristales piezoeléctricos con antígenos de secreción de Mtb


  Para la inmovilización de antígenos totales de secreción de Mtb y del Ag38kDa nativo purificado, se tomó como referencia el protocolo descrito por March et al., (2009). En este protocolo se empleó para la inmovilización 10 mg/ mL del conjugado del hapteno TCP (3, 5, 6-tricloro-2piridinol) nombrado como (BSA-TS1) (Manclús y Montoya, 1996), siendo en este caso la proteína BSA la molécula que se inmoviliza en el transductor. Teniendo en cuenta que las características físicas y bioquímicas entre la BSA (Bovin Serum Albumin) y el Ag38kDa de Mtb son diferentes y que de éstas depende una adecuada inmovilización sobre sustratos de oro empleando SAM, se realizaron dos modificaciones al protocolo guía para la optimización del proceso con proteínas de secreción de Mtb, a saber: 1) el uso de dos tipos de alcanotioles, uno de 16 carbonos, el ácido 16-mercaptohexadecanoico (MHA) y otro de ocho carbonos, el ácido α-lipoico o ácido tióctico (AT), para la formación de la primera monocapa en contacto con el oro y 2) el uso de dos concentraciones de proteína diferente para la inmovilización, 2,97 mg/mL que corresponde a la concentración de proteínas de secreción totales de CFP para la cepa LAM09 autóctona y una muestra concentrada de estas proteínas por ultrafiltración (filtros Amicon® Ultra 0.5) a 10 mg/mL, como lo indica el protocolo original.


  El proceso de inmovilización de proteínas sobre sustratos de oro empleando SAM se llevó a cabo en varias etapas. La superficie de oro del cristal de cuarzo se lavó con solución piraña (H2SO4 concentrado y H2O2 al 30%, 3:1 v:v) durante cinco minutos a temperatura ambiente. El cristal se puso en agitación con una disolución 10 mM del alcanotiol seleccionado disuelto en etanol durante toda la noche. La activación del grupo carboxílico del alcanotiol en un reactivo intermedio (éster de N-hidroxi-succinimida), se llevó a cabo utilizando una mezcla de N-hidroxi-succinimida (NHS) 50 mM y clorhidrato de carbodiimida (EDC) 200 mM en agitación durante cuatro horas. La inmovilización de las proteínas se hizo adicionando 60 μL de la muestra sobre la superficie del electrodo, durante cuatro horas a temperatura ambiente. Finalmente, se añadió etanolamina al 10% en tampón borato durante una hora, con el fin de bloquear los sitios activos restantes en la superficie para evitar reacciones inespecíficas (March et al., 2009).


  Caracterización topográfica de cristales piezoeléctricos mediante AFM


  La estandarización de los parámetros de configuración requeridos, para la caracterización topográfica de superficies de oro biofuncionalizadas con SAM de proteínas mediante AFM, se llevó a cabo realizando estudios de caracterización previa empleando cristales de cuarzo biofuncionalizados con: Albumina de suero bovino (BSA) (Jaramillo et al., 2013), el conjugado del hapteno TCP, BSA-TS1 (Manclús y Montoya, 1996) y CFP de Mtb. En la Tabla 1 se resumen los mejores parámetros de configuración encontrados para un microscopio de fuerza atómica y las características que debe tener la sonda, para la exploración de superficies de oro biofuncionalizadas con antígenos proteicos mediante SAMs.
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  RESULTADOS

  Purificación del antígeno de secreción 38kDa


  Teniendo en cuenta la cantidad de proteína requerida para el proceso de inmovilización de 10 mg/mL (March et al., 2009), se unificó el material proteico proveniente del filtrado de cinco lotes de cultivo de Mtb por cada cepa. Con el proceso de obtención de proteínas de CFP desarrollado en este estudio se produjo una muestra de antígeno de proteínas CFP totales de 2,97 mg/mL de concentración a partir de la cepa LAM09 y otra muestra de 3,20 mg/mL de concentración de CFP a partir de la cepa H37Rv. Para obtener estas muestras, se inoculó un total de volumen de cultivo líquido Sauton's promedio de 2,5 L y se obtuvo aproximadamente 1,5 L de filtrado de cultivo por cada aislamiento, en un periodo aproximado de cinco meses.


  En cada una de estas muestras se identificó el perfil de proteínas mediante electroforesis SDS-PAGE al 12% y posterior coloración de plata metenamina (información no mostrada), comparando el perfil de pesos moleculares en cada una de las muestras por cepa. En los geles se observó un patrón de proteínas de peso molecular en un rango entre 19kDa y 200kDa, observándose que, para la muestra unificada correspondiente a los filtrados de cultivo de la cepa de Mtb H37Rv, se obtuvo en general una mayor cantidad de antígeno total enriquecido en proteínas de alto peso molecular, con respecto a al aislamiento LAM09. Estos resultados son consistentes con el perfil reportado por Espitia et al., (1989), en el análisis de proteínas de secreción de CFP de Mtb H37Rv, las cuales se encontraron en la región de peso molecular entre 19kDa y 120kDa. Para los dos lotes únicos de antígenos de CFP valorados, se observó una banda de peso molecular correspondiente con el antígeno nativo de secreción de interés en 38kDa.


  Los geles de poliacrilamida se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para la valoración de la inmunoreactividad del antígeno mediante WB, empleando el anticuerpo monoclonal Myc31 como anticuerpo primario. En la Figura 1., se puede observar una banda de reacción en 38kDa, sugiriendo que esta proteína es reconocida por el anticuerpo monoclonal. Además se observó, que el Ag38kDa proveniente de la cepa de Mtb H37Rv, fue reconocido por el anticuerpo monoclonal Myc31 hasta en una dilución de 1:100, indicando que esta cepa, no solo produce una mayor cantidad de proteínas de secreción, en el gel, sino una mayor cantidad del antígeno de secreción de 38kDa que el producido por el aislamiento LAM09, bajo las mismas condiciones de cultivo. En el gel se observan las diferentes bandas de reacción positiva con el anticuerpo, tanto en el antígeno concentrado como a diferentes diluciones.
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  Cromatografía de afinidad


  Para la purificación del antígeno nativo de secreción de Mtb a partir de las muestras únicas de CFP de ambas cepas, se seleccionó el anticuerpo monoclonal Myc31 para el acople con las perlas de agarosa de la columna cromatográfica. Para la selección se empleó inmunoensayo tipo ELISA indirecto (no se muestran los resultados), donde se probaron los 12 anticuerpos monoclonales obtenidos, frente a las muestras únicas de CFP de cada cepa. El ensayo reveló que el AcMoMyc31 presentó mayor afinidad por el Ag38kDa presente en estas muestras de antígenos crudos de secreción.


  Con la eficiencia de acoplamiento alcanzada durante el proceso de acople del anticuerpo a la columna cromatográfica del 48% y siguiendo el protocolo del fabricante para la purificación del antígeno empleando las columnas, se obtuvieron dos muestras de 500 μL del antígeno de secreción de Mtb enriquecida en Ag38kDa, con 54,62 µg/mL de proteína para el aislamiento LAM09 y 100,73 µg/mL para la cepa de Mtb H37Rv. Teniendo en cuenta la concentración de las muestras purificadas y la cantidad de proteínas CFP empleadas como materia prima -17,82 mg para el aislamiento LAM09 y 22,84 mg para la cepa de referencia H37Rv-, se obtuvo un rendimiento del proceso de cromatografía para la purificación del Ag38kDa nativo de 0,3% y 0,4% en la muestra proveniente de LAM09 y H37Rv respecto a las muestras iniciales del aislamiento (tabla 2). El nivel de pureza de las muestras se determinó mediante SDS-PAGE (Fig. 2A) y la reactividad de la proteína se valoró con WB (Fig. 2B). Como se observa en el gel, se obtuvo una mayor cantidad de Ag38kDa para la cepa de referencia H37Rv y en ambas muestras el antígeno fue reactivo frente al anticuerpo monoclonal Myc31.
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  Funcionalización con CFP de Mtb del aislamiento autóctono LAM09


  En vista de que la proteína BSA y los antígenos de secreción de Mtb, incluyendo el antígeno 38kDa, podrían tener características físicas y bioquímicas diferentes y necesarias para aumentar el rendimiento de las SAMs, tales como, diámetro, peso molecular y cantidad de grupos lisina (Poderys et al., 2011), se realizaron dos variantes importantes al protocolo de inmovilización de referencia. Se esperaba encontrar una combinación alcanotiol/concentración de proteína que ofreciera las mejores características superficiales, en cuanto a homogeneidad, orientación y densidad, para la inmovilización del Ag38kDa sobre electrodos de oro de cristales piezoeléctricos. El protocolo de inmovilización se optimizó empleando dos concentraciones de CFP del aislamiento LAM09 y dos tipos de alcanotioles diferentes. Se obtuvieron en total cuatro cristales funcionalizados y las imágenes topográficas junto con los parámetros obtenidos, se compararon con las imágenes topográficas del electrodo de oro desnudo (Fig. 3A).
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  Para todos los casos, se obtuvieron superficies con topografías superficiales similares, parecidas a pequeños islotes de puntos brillantes de forma piramidal distribuidos al azar, homogéneas en forma y tamaño y con orientación definida (Fig. 4A), lo que indica que para todas las combinaciones empleadas durante la inmovilización, estas características superficiales se satisfacen. Estos islotes observados, son comunes en la caracterización morfológica de superficies biofuncionalizadas mediante SAMs, sin embargo las formas visualizadas pueden variar de acuerdo a la molécula inmovilizada. Por ejemplo, en el caso de la funcionalización de sustratos con hemoglobina, empleando SAMs mixtas, estos puntos son circulares según Wang et al., (2010), pero cuando se emplean antígenos de patógenos, componentes de pared celular, partes de bacterias y virus o anticuerpos para la inmovilización, estos puntos pueden ser piramidales, como lo indican los resultados presentados por Owen et al., (2007) y como se observaron en este estudio donde se emplearon antígenos de Mtb para la funcionalización de electrodos de oro.
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  Por otro lado, se encontró una mayor rigidez de la capa funcionalizada cuando se inmovilizó con el alcanotiol MHA a una concentración de 2,97 mg/mL de CFP proveniente del aislamiento LAM09 (Fig. 4), lo que indica una mayor densidad de moléculas fuertemente adheridas a la superficie del electrodo. Los parámetros analizados en este caso, son la fase (no se muestra) y la amplitud de la señal (Fig. 4B) proporcionada por el cantiléver durante la exploración de la superficie. A mayor desfase y menor amplitud, respecto a los obtenidos en las imágenes del electrodo de oro desnudo (Fig. 3B), existe mayor densidad de moléculas inmovilizadas sobre la superficie.


  Estos resultados son consistentes con lo reportado en el trabajo de Baldrich et al., (2008), en el que se analizan los niveles de adsorción de anticuerpos anti-HRP sobre superficies de oro funcionalizadas mediante SAMs, a partir de mercaptotioles de diferente longitud. En su estudio, los autores encontraron que se obtiene un mayor nivel de adsorción de las biomoléculas cuando se inmovilizan sobre las SAMs formadas a partir de alcanotioles con cadenas carbonadas más largas.


  Funcionalización con el antígeno de secreción purificado


  Del proceso de purificación del Ag38kDa empleando cromatografía de afinidad, se obtuvo una muestra de proteína de secreción enriquecida en Ag38kDa nativo a una concentración de 54,62 µg/mL, proveniente del aislamiento autóctono LAM09. De este modo, para alcanzar la cantidad de proteína encontrada en el ensayo de estandarización del protocolo de inmovilización (2,97 mg/mL), la muestra purificada se concentró por ultrafiltración, obteniéndose una muestra de 60 μL a una concentración máxima de 819 µg/mL aproximadamente, la cual se empleó para la inmovilización de un cristal piezoeléctrico. Las imágenes de la caracterización topográfica con AFM se muestran en la (Fig. 5).
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  Contrario a lo obtenido en la caracterización de cristales funcionalizados con CFP, en este caso no se observaron islotes de puntos brillantes característicos, ni los cambios en la amplitud y fase esperados correspondientes con una biocapa rígida. Por tanto, se hizo necesario comparar estos resultados con las imágenes del electrodo de oro lavado con solución piraña (no se muestra imagen), que corresponde a la etapa inicial del proceso de inmovilización. Se encontró que la superficie de oro funcionalizada con la proteína de secreción enriquecida en el Ag38kDa, es similar a la imagen de la superficie del electrodo de oro lavado, en todos los parámetros obtenidos con el AFM, esto es, topografía, amplitud y fase, lo que podría indicar que para el área escaneada, no se encontraron moléculas inmovilizadas.


  Lo anterior puede deberse a varios factores físicos y químicos de la muestra. En primer lugar, no se conoce, por estudios de caracterización físico-química, cual es la cantidad mínima de grupos amino que tiene el antígeno 38kDa, los cuales pueden estar en mayor cantidad dentro del aminoácido lisina, para la formación de enlaces covalentes con la superficie previamente activada. En segundo lugar, el tamaño de la proteína en la muestra enriquecida purificada, donde predomina el 38kDa, es en promedio inferior a las proteínas de CFP, que como se discutió en apartados previos, en su mayoría presentan una proporción de pesos moleculares superior a 38kDa. En tercer lugar e igualmente importante, está la concentración de la muestra empleada para la inmovilización, que para el caso de la funcionalización de cristales piezoeléctricos con CFP, fue alrededor de 3 mg/mL, lo cual permitió tener una mayor relación de moléculas por unidad de área, aumentando la probabilidad de encontrar mayor número de partículas en las áreas escaneadas; caso contrario a la superficie funcionalizada con la muestra de proteína de secreción enriquecida, la cual se inmovilizó a una concentración de 819 µg/mL, con lo cual, la probabilidad de encontrar proteínas en el área escaneada de 1 µm2 fue mucho menor. Todos estos factores son si lugar a dudas más favorables en el caso en el cual se empleó la muestra de CFP del asilamiento LAM09 para la biofuncionalización de cristales piezoeléctricos, permitiendo una modificación de la superficie con características topográficas deseables y detectables mediante estudios de AFM cualitativo.


  Para validar la inmovilización en este caso, se deben realizar estudios cuantitativos como la espectroscopia de fuerza con AFM empleando una sonda funcionalizada con un anticuerpo específico, como el desarrollado por Luppa et al., (2001) , en el cual se reportan las gráficas de fuerza vs distancia en diferentes puntos de una superficie de oro funcionalizadas mediante SAMs con BSA o mediante un sistema de caracterización de señales de un biosensor piezoeléctrico, para relacionar los cambios de frecuencia del sensor ocasionados por los cambios de masa en su superficie debidos a interacciones antígeno anticuerpo, tal y como se reporta en March et al., (2009).


  DISCUSIÓN


  Un paso crucial en el desarrollo de un inmunosensor piezoeléctrico comprende, la selección y obtención de los inmunoreactivos empleados en el ensayo de detección y la funcionalización del transductor piezoeléctrico mediante la inmovilización de uno de estos inmunoreactivos sobre la superficie del transductor.


  En este estudio se seleccionó el Ag38kDa para funcionalizar el transductor de un inmunosensor piezoeléctrico con potencial aplicación en la detección de un antígeno nativo de Mtb. Tal y como lo reportan Walzl et al., (2008) y McNerney et al., (2012), el antígeno 38kDa es usado frecuentemente en el desarrollo de métodos de diagnóstico serológicos, ya que, el nivel de anticuerpos anti38kDa es mayor en los pacientes con tuberculosis activa y altas concentraciones de estos anticuerpos están asociadas con la enfermedad avanzada. Adicionalmente, cuando se aplica tratamiento con quimioterapia, estos niveles suelen aumentar, indicando la inmunodominancia del antígeno en las diferentes etapas del ciclo de vida del patógeno, el progreso de la enfermedad e incluso el avance del tratamiento. Sin embargo estudios desarrollados por Gennaro (2000) y Walzl et al., (2008), indican que la detección serológica de anticuerpos no es un método preciso para la detección de TB, debido a las variaciones individuales en la respuesta inmune frente a diferentes antígenos de la micobacteria, así como a la respuesta heterogénea frente al mismo antígeno entre diferentes poblaciones endémicas. Bajo esta premisa, los inmunoensayos para el diagnóstico de TB basados en la detección de antígenos del patógeno, puede ofrecer un diagnóstico certero, ya que no son afectados por las variaciones propias de la respuesta inmune.


  A diferencia de los trabajos desarrollados por Fengjiao et al., (2002) y Nagel et al., (2008), en los cuales se inmunoensayos directos inmovilizando anticuerpos, en el desarrollo de inmunosensores para la detección de antígenos o componentes de la pared de Mtb, los transductores funcionalizados en este estudio, podrían servir como plataforma para la detección de antígenos de Mtb bajo un formato de inmunoensayo directo competitivo. Esto representa una ventaja substancial en el aumento de la reusabilidad de estos dispositivos ya que, la inmovilización de anticuerpos requiere generalmente de un ligando adicional como la proteína A o G para lograr la unión covalente y orientación de los anticuerpos sobre la superficie del transductor, aumentando los costos del proceso de inmovilización convencional, con una pérdida acelerada de la capacidad reactiva de la interfaz biológica. Esto debido en parte, a la degradación del anticuerpo o pérdida del complejo anticuerpo – proteína A inmovilizada, por el uso de soluciones de lavado en los procesos de regeneración de la superficie. Contrario a cuando se emplean antígenos proteicos para la funcionalización como en la presente investigación, ya que estos pueden ser más resistentes a la degradación durante los lavados en la regeneración de la superficie que los anticuerpos y además no requieren el uso de un ligando adicional que podría incrementar los costos de la inmovilización, tal como la proteína A o G.


  Actualmente otro inmunosensor piezoeléctrico para la detección de un biomarcador de TB está siendo desarrollado en Colombia por Jaramillo et al., (2013) empleando un formato directo competitivo. En esta propuesta se inmovilizó antígeno 38kDa recombinante de Mtb sobre la superficie del electrodo de oro de un transductor piezoeléctrico empleando SAMs. Los avances obtenidos en este trabajo dieron a conocer la necesidad de diseñar la interfaz biológica de estos dispositivos a partir de antígenos nativos purificados de la micobacteria, con el objetivo de aumentar la sensibilidad de la prueba de detección y proporcionar una fuente importante de inmunoreactivos, para el desarrollo de inmunoensayos estándar requeridos en la validación de estos dispositivos. Adicionalmente, es necesaria la optimización del protocolo de inmovilización propuesto por March et al., (2009) implementado en este trabajo, para la funcionalización del transductor piezoeléctrico específicamente con el antígeno 38kDa recombinante.


  El proceso de obtención de proteínas de secreción filtradas de cultivo desarrollado, permitió la obtención de una cantidad importante de CFP debido a procesos de unificación y liofilización sucesivos que no habían sido reportados en otros trabajos. Con respecto al trabajo de Young et al., (1986), en el que se usó la técnica de cromatografía de afinidad para la purificación del Ag38kDa de CFP de Mtb, obteniendo una muestra purificada final de 8,80 µg/mL con un rendimiento del 0,7%, en nuestro caso se logró obtener una mayor cantidad y concentración del material eluido, antígeno proteico enriquecido en 38kDa, entre 54 µg/mL y 100 µg/mL, lo que representa un rendimiento entre 0,3% y 0,4%, con aproximadamente la misma cantidad de anticuerpo acoplado, indicando que, tanto el kit empleado como el protocolo de purificación desarrollado aumentaron la captura del analito. Este aumento en la cantidad y concentración de material eluido se debe en parte a que la muestra de CFP empleada como materia prima estaba muy concentrada y se consiguió un importante volumen de muestra inicial, además en el protocolo de purificación se incluyeron varios pasos de elución de la proteína con la posterior unificación y liofilización de este material. Sin embargo, el rendimiento obtenido del proceso de purificación en este estudio ha sido el más bajo reportado respecto a los trabajos de Young et al., (1986), Devi et al., (2002) con un rendimiento del 3% y Espitia et al., (1989) con un rendimiento del 1%. Este bajo rendimiento se debe a que no se realizaron procesos de prepurificación de la muestra de CFP para excluir proteínas de alto y bajo peso molecular, por lo cual la muestra estaba muy cruda y concentrada al inicio de la cromatografía, afectando negativamente el cálculo de rendimiento.


  Con respecto a la optimización del protocolo de inmovilización se propusieron dos variantes importantes al trabajo de March et al., (2009), con el fin de ajustar las condiciones para la funcionalización de transductores piezoeléctricos empleando antígenos de secreción CFP. La optimización del proceso fue evaluada mediante caracterización topográfica con AFM, donde se encontró cualitativamente, que podía ser empleada una menor cantidad de proteína para la inmovilización, 3,4 veces menos, cuando se empleó un alcanotiol de cadena carbonada larga, para la formación de la primera monocapa en contacto con el oro. Esto representa un ahorro importante de antígeno para ser inmovilizado empleando SAMs en la funcionalización de cristales de 10MHz, además la caracterización topográfica de estas superficies aquí realizada, es un paso de validación importante que no fue tenido en cuenta en el trabajo de March et al., (2009) y otros autores (Ocampo et al., 2011), al momento de fijar la cantidad de proteína a inmovilizar, considerando importante únicamente, encontrar una intensidad de señal considerable con el inmunosensor, a expensas de un mayor gasto del inmunoreactivo en el proceso de inmovilización.


  En este estudio no fue posible demostrar, mediante caracterización topográfica, características superficiales deseables en los transductores piezoeléctricos funcionalizados con las muestras purificadas de antígenos enriquecidas en Ag38kDa, siendo necesario un análisis cuantitativo para validar las condiciones de inmovilización empleadas, tal y como lo realizaron en su trabajo March et al., (2009), en el que se realizaron pruebas de señal máxima con el inmunosensor piezoeléctrico empleando un anticuerpo específico contra el conjugado inmovilizado, con lo cual pudieron verificar si la cantidad de conjugado inmovilizado era adecuada o no en términos de la intensidad de señal obtenida con la QCM. Implementado estas pruebas se podría concluir sobre la posibilidad de emplear las concentraciones de muestras enriquecidas en el Ag38kDa obtenidas en esta investigación, para la funcionalización de cristales piezoeléctricos mediante el protocolo de SAMs optimizado, significando una disminución considerable de la cantidad de antígeno proteico requerido para la inmovilización respecto al protocolo original.


  CONCLUSIONES


  Los resultados de esta investigación constituyen un aporte importante para el desarrollo de inmunosensores piezoeléctricos para la detección de patógenos infecciosos.


  Se desarrolló un protocolo para la purificación de un antígeno nativo de secreción de Mtb, el cual, inmovilizado sobre la superficie del electrodo de oro de un transductor piezoeléctrico empleando SAM, podría ser usado para la detección de antígenos nativos de Mtb por medio de un inmunosensor piezoeléctrico. Con los métodos desarrollados en este estudio se obtuvieron dos muestras de antígenos de secreción enriquecida en Ag38kDa y se identificaron las variables críticas para aumentar el rendimiento de la cromatografía de afinidad, como una mayor concentración del anticuerpo específico acoplado con las perlas del gel y la prepurificación de las muestras de CFP para retirar proteínas de alto peso molecular.


  Adicionalmente, con los ajustes realizados al protocolo de inmovilización empleando muestras de antígenos de secreción totales CFP y mediante estudios topográficos cualitativos con AFM, se logró demostrar que, con una tercera parte de la concentración requerida en el protocolo de referencia y el uso de un alcanotiol de cadena carbonada larga, se podían obtener cristales piezoeléctricos biofuncionalizados con monocapas de antígenos de secreción de Mtb, que presentaron características topográficas deseables como forma, homogeneidad, orientación y densidad, para ser empleadas como interfaz biológica en un inmunoensayo de detección con un inmunosensor piezoeléctrico.


  Otro hallazgo importante está relacionado con el hecho de que las proteínas de secreción filtradas de cultivo CFP, pueden ser empleadas por si mismas para la funcionalización de transductores piezoeléctricos, vislumbrando la posibilidad de su uso en la interfaz sólida de estos transductores en el desarrollo de un inmunosensor para el diagnóstico de TB, cuando la sensibilidad del ensayo para la detección de antígenos en forma competitiva se vea comprometida.
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  ABSTRACT


  Salinity decreases yield in arid and semi-arid areas. With increasing demand for irrigation water, alternative sources are being sought. Seawater salinity was previously considered unusable for irrigation. However, this water can be used successfully to grow crops under certain conditions. Amino acids is well known biostimulant which has positive effects on plant growth and yield, and significantly mitigates the injuries caused by abiotic stresses. Therefore, in the present study, the effect of exogenously treatment amino acid on faba bean plant growing under seawater salt stress was investigated. Reduction of salinity damage in faba bean by using a mixture of amino acids to improve morphological and biochemical parameters, and thus raising the level of plant yield was tested. A pot experiment was conducted to alleviate the harmful effects of seawater salinity on faba bean cv. Giza 843 by foliar spraying of an amino acid mixture with different concentrations (0.0, 500, 1000 or 1500 mg L-1). Irrigation of faba bean plants with seawater levels of 3.13 and 6.25 dS m-1 led to significant reductions in shoot length, number of leaves per plant, fresh and dry weight of shoots, photosynthetic pigments, total carbohydrates, polysaccharides, nucleic acid DNA and RNA contents of faba bean leaves. Seawater salinity induced higher contents of Na+ and Cl- and decreased contents of K+, K+:Na+, Ca2+, Mg2+ and P3+. Irrigation of faba bean plant with different levels of seawater decreased seed yield and total dry weight per plant compared with those irrigated with tap water. Also, total carbohydrates and total protein contents in seeds were reduced by increased seawater salinity levels. Amino acid application as foliar spray significantly improved all the reduced parameters due to seawater stress. However, the highest level of amino acid of 1500 mg L-1 exerted the strongest effect in alleviating the harmful effect of seawater salinity stress.


  Keywords: free amino acids, photosynthetic pigments, proline, salinity, Vicia faba.


  RESUMEN


  La salinidad disminuye el rendimiento en zonas áridas y semiáridas. Con el aumento de la demanda de agua de riego, se están buscando fuentes alternativas. El agua de mar se consideró previamente inutilizable para irrigación debido a su salinidad. Sin embargo, esta agua puede ser utilizada con éxito en cultivos bajo ciertas condiciones. Los aminoácidos son bioestimulantes bien conocidos por sus efectos positivos sobre el crecimiento y rendimiento, y por mitigar significativamente las lesiones causadas por estrés abióticos. Por lo tanto, en el presente studio se investigó el efecto del tratamiento exógeno con aminoácidos sobre plantas de haba que crecen bajo estrés salino por irrigación con agua de mar. Se evaluó la reducción de daños por salinidad en plantas de haba mediante el uso de una mezcla de aminoácidos para mejorar los parámetros morfológicos y bioquímicos, y por lo tanto elevar el nivel de rendimiento de la planta. Se desarrolló un experimento en macetas para paliar los efectos nocivos de la salinidad del agua de mar en el haba cv. Giza 843 por aspersion foliar de una mezcla de aminoácidos con diferentes concentraciones (0, 500, 1000 o 1500 mg L-1). El riego de plantas de haba con niveles de agua de mar de 3.13 y 6.25 dS m-1 condujo a reducciones significativas en la altura de planta, número de hojas de la planta, peso fresco y seco de los brotes, y en el contenido foliar de pigmentos fotosintéticos, carbohidratos totales, polisacáridos y ácidos nucleicos (ADN y ARN). La salinidad del agua de mar indujo un mayor contenido de Na+ y Cl-, y una disminución del contenido de K+, K+: Na+, Ca2+, Mg2+ y P3+. El riego de plantas de haba con diferentes niveles de agua de mar redujo el rendimiento de semillas y el peso seco total por planta en comparación con las regadas con agua corriente. Además, el contenido de carbohidratos y proteína total en las semillas disminuyeron con el aumento de los niveles de salinidad del agua de mar. La aplicación de aminoácidos por aspersion foliar increment significativamente todos los parámetros reducidos debido al estrés por agua de mar. Sin embargo, el más alto nivel de aminoácidos (1500 mg L-1) ejerce el máximo efecto en el alivio de los efectos nocivos de estrés por salinidad del agua de mar.


  Palabras clave: aminoácidos libres, pigmentos fotosintéticos, prolina, salinidad, Vicia faba.

  


  INTRODUCTION


  With increasing demand for irrigation water, alternative sources are being sought. Seawater (saline water) was previously considered unusable for irrigation. However, this water can be used successfully to grow crops under certain conditions (Zeid, 2011). Plants growing in saline stress face three main problems: High salt concentrations in the soil solution (that is, high osmotic pressure and correspondingly, low soil water potential ''drought stress''), high concentrations of potentially toxic ions (such as Na+ and Cl-), and nutrient imbalance as a result of depressed uptake, impaired internal distribution and shoot transport of minerals (Hu and Schmidhalter, 2005). Foliar spraying treatment of plants with naturally occurring compounds in plant cells is an easy technique and an alternative approach used to overcome salinity problems.


  Plants are continuously exposed to biotic and abiotic stresses. Salt stress is one of the most severe abiotic stresses limiting plant productivity. If excessive amounts of salt enter the plant, eventually rise to toxic levels in the older transpiring leaves, causing premature senescence, and reduces the photosynthetic leaf area of the plant to a level that cannot sustain growth (Erdal et al., 2011). Salt stress that leads to both the decrease of the substrate osmotic potential and ion-specific toxicity affects almost every aspect of the physiology and biochemistry of plants (Cuartero et al., 2006). Salinity reduces stomatal conductance greatly and consequently reduces photosynthetic rate (Munns and Tester, 2008). However, the inhibition of photosynthetic rate imposed by stomatal closure may promote an imbalance between photochemical activity at photosystem II (PSII) and electron requirement for photosynthesis, leading to excess excitation and subsequent photoinhibitory damage of PSII reaction centers (Souza et al., 2004). Differences in the accumulation patterns of Na+ and K+ were found under salinity stress. High K+:Na+ ratio is more important for many species than simply maintaining a low concentration of Na+ (Cuin et al., 2003). Salinity stress is known to trigger oxidative stress in plant tissues through the increase in reactive oxygen species (Apel and Hirt, 2004). Chloroplasts are the major organelles producing reactive oxygen species (ROS) such as, the superoxide radical (O2•-), hydrogen peroxide (H2O2) and singlet oxygen (O-1) during photosynthesis (Asada, 1992). Salt stress induces significant reduction in photosynthesis. This reduction depends on photosynthesizing tissue (leaf area) and photosynthetic pigments (Raza et al., 2006).


  Faba bean (Vicia faba L.) is considered the main leguminous crop grown in Egypt as its seeds are used for human consumption. Thus, many efforts have been consistly made to increase its productivity. As fresh water resources and the area allotted for this crop are not sufficient to meet the food demand of the increasing population (about 90 million) in Egypt, cultivation of marginal area together with the use of seawater may solve this problem.


  Amino acids are considered as precursors and constituents of proteins (Rai, 2002), which are important for stimulation of cell growth. They contain both acid and basic groups and act as buffers, which help to maintain favorable pH value within the plant cell (Davies, 1982). Also, amino acids is a well known biostimulant which has positive effects on plant growth, yield and significantly mitigates the injuries caused by abiotic stresses (Kowalczyk and Zielony, 2008). Several hypotheses have been proposed to explain the role of amino acids in plant growth. Available evidence suggests several alternative routes of IAA synthesis in plants, all starting from amino acids (Hashimoto and Yamada, 1994). Amino acids can directly or indirectly influence the physiological activities in plant growth and development such as exogenous application of amino acids have been reported to modulate the growth, production and quality of tomato in plastic greenhouse (Boras et al., 2011). Saeed et al., (2005) on soybean found that treatments of amino acids significantly improved growth parameters of shoots and fresh weight as well as pod yield. Liu Xing-quan et al., (2008) revealed that foliar application with the mixture of amino acids to radish plants increased N content of shoots. El-Zohiri and Asfour (2009) on potato found that spraying of amino acids at 0.25 ml l-1 significantly increased vegetative growth expressed as plant height and dry weight of plant. Abo Sedera et al., (2010) revealed that spraying strawberry plants with amino acids (peptone) at 0.5 and 1.0 g l-1 significantly increased total nitrogen, phosphorus and potassium in plant foliage as well as total yield, weight, TSS, vitamin C and total sugars content of fruits compared with control treatment.


  Thus, the present study was undertaken in a trial to alleviate the harmful effects of salinity on faba bean plant by using an amino acid mixture. It aiming to increase the salt tolerance of faba bean plant through its effects on growth, some physiological parameters, yield and some chemical constituents of the yielded seeds.


  MATERIALS AND METHODS

  Experimental procedures


  This study was conducted at the wire-house of the National Research Centre, Dokki, Cairo, Egypt (30° 3'0" N / 31°15'0" E), during two successive winter seasons; 2011/12 and 2012/13. Daytime temperatures ranged from 14.5 to 30.2 ◦C with an average of 23.2 ± 3.8 ◦C whereas temperatures at night were 12.4 ± 1.8 ◦C, with minimum and maximum of 8.0 and 17.6 ◦C, respectively. Daily relative humidity averaged 57.7± 9.6 % in a range between from 38.1 to 78.7 %. Faba bean (Vicia faba L.) seeds variety cv. Giza 843 were obtained from the Agricultural Research Centre, Ministry of Agriculture and Land Reclamation, Egypt. Faba bean seeds were selected for uniformity by choosing those of equal size and with the same color. The selected seeds were washed with distilled water, sterilized with 1% sodium hypochlorite solution for about 2 min and thoroughly washed again with distilled water. Ten uniform air dried faba bean seeds were sown along a centre row in each pot at 30-mm depth in plastic pots, each filled with about 7.0 kg clay soil mixed with sandy soil in a proportion of 3:1(v:v), respectively in order to reduce compaction and improve drainage. Saline water was prepared by mixing fresh water (0.23 dS m-1) with seawater (51.2 dS m-1) to achieve salinity levels of 3.13 and 6.25 dS m-1. Concentration of EC, pH, cations and anions of irrigation water and soil used in the pot experiment are shown in Table 1.
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  At sowing, a granular commercial rhizobia was incorporated into the top 30-mm of the soil in each pot with the seeds. Granular ammonium sulphate 20.5 % N at a rate of 40 kg N ha-1, and single superphosphate (15% P2O5) at a rate of 60 kg P2O5 ha-1 were added to each pot. The N and P fertilizers were mixed thoroughly into the soil of each pot immediately before sowing. Foliar application of the different concentrations of amino acids were done at 45 and 60 days after sowing (DAS). The commercial product "Amino total" was used as a source of amino acids. In the amino total, 17 different amino acids are present viz., Tiroanine (3.05-3.56 %), Aspartic acids (3.2- 3.45%), Serine (3.76-4.49%), Glutammic acids (7.24-9.12 %), Broline (2.23-3.5 %), Licyne (1.87- 2.45 %), Alanine (2.162.20), Cystine (1.87-2.45 %),Veline (2.8-3.1%), Methionine (0.23-0.3 %), Isoleucine (1.26-1.7 %), Leucine (1.98-2.8 %), Tyrosine (0.48- 1.02 %), Phenylalanine (1.03-1.78), lysine (1.39-2.3 %), Histidine (0.42-0.9 %.) and Arginine (5.2-6.2 %). Among them, Glutammic acids and Arginine are the most revelnt in the biostmulating activity. The experiment consisted of four levels of amino acids namely, 0, 500, 1000 or 1500 mg L-1 considered as AA0, AA1, AA2 or AA3, respectively, and irrigation water consisted of two concentrations of diluted seawater namely, 3.13 or 6.25 dS m-1 which were considered as SW1 and SW2, respectively, while control plants irrigated with tap water (0.23 dS m-1) was considered as TW. Treatments were arranged at the wire-house benches in a factorial arrangement with five replicates for each treatment. Ten DAS, faba bean seedlings were thinned to four seedlings per pot and irrigated with equal volumes of tap water until maturity and final harvesting. Starting from 16th day, all pots were irrigated either with tap water or different diluted seawaters along the period of the experiment. Soil field capacity in the pots was estimated by saturating the soil in the pots with water and weighing them after they had drained for 48 h. Field water capacity was 0.36 g g-1. Soil water content was maintained at about 90% of field water capacity. The level of soil moisture was controlled by weighing pots and daily loss of water was supplemented twice (morning and afternoon).


  Measurements


  Plant samples were collected after 75 days from sowing for measurement of growth parameters shoot length, leaf number and fresh and dry weight of shoot/plant, photosynthetic pigments, polysaccharides, total carbohydrates, free amino acids, proline and mineral contents in leaves tissue. Chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids were determined using the spectrophotometric method described by Lichtenthaler and Buschmann (2001). Phenol-sulfuric acid method was used for the determination of total carbohydrates (TC) (Smith et al., 1956). Polysaccharides were determined according to Naguib (1963). DNA and RNA were extracted with 10% perchloric acid following the method of Schmidt and Thannhauser (1945) with some modifications as described by Morse and Carter (1949). Nucleic acids, which include DNA (deoxyribonucleic acid) was estimated by diphenylamine colour reaction described by Burton (1956), and RNA (ribonucleic acid) was estimated colorimetrically by the orcinol reaction (Dische, 1953). Total nitrogen (N) was determined using the Kjeldahl method, while, estimation of Sodium (Na) calcium (Ca), potassium (K) and chlorine (Cl) concentrations were done by the use of flame photometer. Also, magnesium (Mg) content was estimated using atomic absorption spectrophotometer. Phosphorus (P) was photometrically determined using the molybdate-vanadate method according to Jackson (1973). At maturity, measurement of yield and yield components were also recorded (seeds yield per plant and total dry weight per plant) and chemical constituents of the seed yield. The total carbohydrates percentage (TC%) was estimated on seed yield. Total crude protein percentage (TCP%) of the seed yield was determined according to the method described by Bradford (1976).


  Statistical analysis


  The data were subjected to the analysis of variance (ANOVA) appropriate to the randomized complete block design applied after testing the homogeneity of error variances according to the procedure outlined by Gomez and Gomez (1984). The significant differences between treatments were compared with the critical difference at 5% probability level by the Duncan's test.


  RESULTS


  Data in Table 2 clearly show that, growth parameters (shoot length, leaf number per plant, shoot fresh and dry weights) were reduced gradually and significantly with increasing salinity levels in faba bean plant in the two seasons SI and SII. Amino acid treatments caused stimulatory effects on such parameters under both saline and non-saline (control) conditions. Amino acid treatments alleviated the inhibitory effect of salt stress on the above mentioned parameters. Table 2 also shows an increased stimulation response of amino acid with increasing concentration in both seasons.
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  Seawater stress reduced gradually, chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids and total pigment contents of faba bean leaves (Table 3). The percentage of reduction reached 8.6, 30.0, 32.1, and 39.4 % for chlorophyll a in the first and second seasons respectively, and 23.9, 43.7, 9.0, and 23.6 % for chlorophyll b in the first and second seasons, respectively, 6.8, 26.4, 15.4, and 25.3 % for carotenoids in the first and second seasons, respectively, and for total chlorophyll 12.4, 33.2, 25.0, and 34.3 % in the first and second seasons respectively, at 3.13 and 6.25 dS m-1 seawater salinity levels, respectively. Foliar spraying of faba bean plants with amino acid improved all fractions of photosynthetic pigments, especially in plants subjected to seawater stress in both seasons. However, amino acid treatments exerted stimulatory effects on photosynthetic pigments under both saline and non-saline (control) conditions. Amino acid treatments not only alleviated the inhibitory effect of salt stress but also in most cases induced an enhanced stimulating effect compared to the control plants.
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  Table 4 shows that seawater salinity at the two levels of 3.13 and 6.25 dS m-1 caused significant decreases in total carbohydrate and polysaccharides contents of faba bean shoots compared with control. These decreases reached its maximum at 6.25 dS m-1. Application of amino acid with all concentrations increased significantly total carbohydrates, and polysaccharides compared with control. These increases were correlated positively with increasing its concentration. The interaction effect of salinity combined with amino acid was significant in total carbohydrates and polysaccharides. The changes in nucleic acid contents (DNA and RNA) in shoots extract of untreated and differently treated faba bean plant are presented in Table 4. Data illustrate that increasing salinity levels up to 6.25 dS m-1 significantly decreased RNA and DNA contents in faba bean shoots compared with control plant. Exogenous application of amino acids on faba bean plant grown under three levels of seawater could overcome the reduction in DNA and RNA (Table 4). Increases in DNA and RNA occurred gradually with the increases in amino acid concentrations, the highest values were recorded at 1500 mg L-1 amino acid treatment compared with the corresponding control and salinity levels.
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  The results in Table 5 show that mineral ion concentration including N, P, K+, Ca2+, and Mg in the leaves gradually decreased by increasing salinity levels to reach their lowest values at the greatest level of salinity. Although N, P, K+, Ca+2, and Mg were negatively affected by salinity, the complete reverse was true with Na+ and Cl-, thus, their concentration showed positive correlation with increasing salinity level to attain its greatest level over the non-stressed control plants. The K+:Na+ ratio of faba bean leaves gradually decreased by increasing salinity levels to reach their lowest values at the greatest level of salinity. Amino acid foliar application counteracted partially or completely the adverse effect of salinity as it increased the concentrations of Mg, N, P, K+ and Ca2+, in the same time it decreased the absorption of Na+ and Cl- in faba bean leaves compared with the corresponding salinity levels.
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  Table 6 revealed that, salinity stress significantly reduced seed yield and total dry matter per plant. Amino acid application as foliar spray significantly improved seed yield and total dry matter per plant irrigated either with tap water or with different saline water. The highest concentration of amino acid application (1500 mg L-1) resulted in pronounced increase in seed yield and total dry matter per plant. Increasing salinity levels resulted in a significant reduction in total carbohydrates and total protein contents. These reductions reached its highest values at 6.25 dS m-1 salinity levels compared with control plants. Exogenous application of amino acids either under control water or different salinity levels caused increases in total carbohydrates and protein contents compared with the corresponding salinity levels. These increases were gradually increased with increasing amino acid concentrations up to 1500 mg L-1 at different salinity levels.
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  DISCUSSION


  As shown in Table 2, irrigation of faba bean plant with seawater levels at 3.13 and 6.25 dS m-1 resulted in significant reductions in growth parameters compared with tap water. These findings are in agreement with those obtained in wheat (El-Lethy et al., 2013), maize (Awad et al., 2012), common bean (Dawood et al., 2014a), and faba bean (Bekheta et al., 2009; Sadak et al., 2010; Erdal et al., 2011; Abdelhamid et al., 2013; Dawood et al., 2014b). Amino acid mixtures treatment had a pronounced ameliorative as well as growth promoting effect under both saline and non-saline conditions. This is in line with several reports supporting our obtained results, but obtained on different plant species (El-Zohiri and Asfour, 2009). The positive effect of amino acids on growth was stated by Goss (1973) who indicated that amino acids can serve as a source of carbon and energy when carbohydrates become deficient in the plant's releasing the ammonia and organic acid form which the amino acid was originally formed. The organic acids then enter Kerb's cycle, to be broken down to release energy through respiration. Thon et al., (1981) pointed out that amino acids provide plant cells with an immediately available source of nitrogen, which generally can be taken by the cells more rapidly than inorganic nitrogen. The ameliorative effect of amino acids might be linked to the observable increase in photosynthetic pigments (Table 3) as well as, leaf number (Table 2). Consequently the efficiency of the photosynthetic apparatus was increased due to amino acid treatments, which in turn considerably increased the biosynthesis of osmotic solutes under salinity stress. These osmolytes might increase the osmotic pressure of the cytoplasm and enhance water flow into different plant organs and tissues. This may indicate that amino acids might alleviate the imposed salt stress, either via osmotic adjustment or by conferring desiccation resistance to plant cells as reported by other investigators (on different plant species). These increases in the above mentioned data due to those amino acids can directly or indirectly influence the physiological activities of the plant. The regulatory effect of amino acids on growth could be explained by the notion that some amino acids e.g. phenylalanine, ornithine can affect plant growth and development through their influence on gibberellins biosynthesis (Walter and Nawacke, 1978). Also, amino total as a source of amino acids may play an important role in plant metabolism and protein assimilation which is necessary for cell formation and consequently increase in fresh and dry matter.


  Photosynthetic pigments (Table 3) declined in both seasons as plants were subjected to salinity stress. The decreasing effect of salinity is reflected in the biosynthesis of photosynthetically active pigments, which is consistent with the results of Azooz (2009). The inhibition of photosynthetic pigments of faba bean leaves irrigated with seawater may be attributed to the inhibition of assimilate translocation.. Amino acid foliar spraying of faba bean plant with different concentrations enhances photosynthetic pigments of plants irrigated either with tap water or saline water. This increase in chlorophyll contents might be due to the availability of higher levels of amino acids to the treated plants as amino acids help to increase the chlorophyll content and this may lead to the increase in different growth criteria (Awad et al., 2007).


  Table 4 shows that seawater levels of 3.13 and 6.25 dS m-1 caused significant decreases in total carbohydrate and polysaccharides content of faba bean leaves. The obtained results of total carbohydrates and polysaccharides are in good agreement with those obtained by Sadak et al., (2010) and Taie et al., (2013) on faba bean plants. This trend might be a result of reduction in photosynthetic activity and/ or respiration in order to provide enough energy for water and nutrient absorption. Our results indicated that the application of amino acids as a foliar spray caused increases in the contents of total carbohydrates and polysaccharides of stressed and non -tressed plants. These results are in agreement with the finding of other studies on different plant species (Abdel Aziz et al., 2010). There is positive correlation between photosynthesis rates and nitrogen contents in leaves. A high rate of photosynthesis due to a high nitrogen supply results in a higher biomass production (Neuberg et al., 2010).


  Data in Table 4 illustrate increasing salinity levels up to 6.25 dS m-1 significantly decreased DNA and RNA contents in faba bean plant compared with the control plant. The reduction in DNA and RNA in stressed plants may be attributed to the role of ROS which was released at salt stress in inducing DNAase activities, enhancement of DNA fragmentation. It was postulated that, the contents of DNA and RNA in tomato decreased by seawater due to its effect on the inhibition of synthesis and intensification of breakdown (Tsenov et al., 1973). Also, salinization increases RNAase activity in barley, tomato and pea (Tal, 1977). Exogenous application of amino acid with different concentrations on faba bean plant grown under different levels of seawater salinity could overcome the decrease in DNA and RNA (Table 4). Similar promoting effects of amino acids were observed by other investigators who suggested that DNA and RNA contents were significantly higher in treated plants (Abd El-Monem, 2007). Foliar treatment of amino acids promoted the synthesis of DNA and RNA and/or prevented their degradation by nuclease enzymes. It was reported that amino acids reacting directly or indirectly with reactive oxygen species, thus contributed to maintain the integrity of cell structure such as proteins, lipids and nucleic acids from damage which was induced by salt stress (Cvetkovska et al., 2005).


  Data presented in Table 5 revealed the response of N, P, K+, Mg2+ and Ca2+, Na+ and Cl- contents to different spraying concentrations of amino acid under normal and saline conditions. The lower concentrations of N, P, K, Mg and Ca were recorded for faba bean plant grown under seawater when compared with control plants grown under normal conditions (Table 5) on both seasons. The reduction was more pronounced at the higher salinity level. These results were in agreement with those reported by other researchers (Azooz, 2009; Abdelhamid et al., 2010) on faba bean. K concentration was lower in leaves of faba bean plant grown under saline soil conditions than those grown in normal conditions. The exclusion of Na+ ions and a higher K+:Na+ ratio in faba bean plants grown under saline conditions have been confirmed as important selection criteria for salt tolerance (Abdelhamid et al., 2010). Na+ is the main toxic ion in saline water for most plants and the influx and accumulation of Na+ competes with K+, and there is a decrease in K+ uptake and an increase in Na+ influx in plant cells during salt stress (Serrano and Rodriguez-Navarro, 2001). The reduction in Ca2+ and Mg2+ uptake under salt stress conditions might be due to the suppressive effect of Na+ and K+ on these cations or due to the reduced transport of Ca2+ and Mg2+ ions. In addition, salinity has an antagonistic effect on the uptake of Ca2+ and Mg2+ which was caused by displacing Ca2+ in membrane of root cells (Asik et al., 2009) on wheat. The selectivity of a high K+:Na+ ratio in plants is an important control mechanism and a selection criterion for salt tolerance (Wenxue et al., 2003). Cuin et al. (2003) concluded that high K+:Na+ ratio is more important for many species than simply maintaining a low Na+ concentration. The damage caused by long-term salinity is the excessive accumulation of Na+ and the main site of Na+ toxicity is the leaf blade, where Na+ is accumulated after being deposited in the transpiration stream. High Na+ content in the leaf blade may disturb cellular ion homeostasis (Takahashi et al., 2007). Potassium is an activator of many enzymes which are essential for metabolic reactions (Salisbury and Ross, 1992). Plant cells need to maintain high K+ levels under salt stress to maintain normal metabolic reactions (Sairam and Tyagi, 2004), and K+ and Na+ homeostasis in plants is important for salt tolerance (Horie et al., 2001). Spraying faba bean plants with amino acids at all investigated salinity levels significantly increased N, P, K, Mg, Ca content and the K+: Na+ ratio in the leaf tissues than control ones as well as the corresponding salinity levels, with clear superiority to the higher level of amino acid. The results are in agreement with those of Abo Sedera et al., (2010). Sodium cocentration was higher in plants grown under different salinity levels, however amino acid application significantly reduced Na+ concentration in faba bean leaves. Increased K+ concentration and reduced Na+ in leaves may be one of the possible mechanisms of increased salinity tolerance by amino acid application in faba bean plants. Amino acid has a chelating effect on micronutrient when applied, that make the absorption and transportation of micronutrients inside the plant easier due to its effect on cell membrane permeability (Marschner, 1995).


  Data presented in Table 6 revealed that increasing seawater salinity stress induced gradual reduction in seed yield and total dry matter production compared with untreated plants. These results agree with those obtained by Sadak et al., (2012) on sunflower plant. The depressive effect of salinity on yield may be attributed to the inhibitory effect of salinity on the vegetative growth (Table 2). In this connection, the reduction of faba bean seed yield per plant due to salinization might be due to the harmful effect of salt stress on growth, the disturbance in mineral uptake and/ or enhancement of plant respiration. Moreover, Taffouo et al., (2009) reported that, the significant decrease in yield was observed under salt stress in cowpea would be partly related to a significant reduction of foliar chlorophyll contents and K+ concentration in saline medium. Amino acid application as foliar spray significantly improved yield (seed and dry matter) either in plants irrigated with tap water or ones irrigated with different saline water (3.13 and 6.25 dS m-1). The overall improvement in plant yield due to application of amino acids may be due to providing a readily source of growing substances which form the constitutes of protein in the living tissues. Also, the positive effects of amino acids application may be brought about by its cell-internal function as osmo-regulatory (Treichel, 1975) can increase the concentration of cellular osmotic components. Increasing seawater salinity levels resulted in a significant reduction in total carbohydrates % and total protein % contents, and these reductions reached the highest values at 6.25 dS m-1 seawater levels compared with control plants. These results are confirmed by the results obtained by Sadak et al., (2012) on sunflower plant. Exogenous application of amino acids either under control water or different salinity levels caused increases in total carbohydrates % and protein % compared with the corresponding salinity levels. Abd El-Monem (2007) concluded that, there is a close relationship between the effect of amino acids and the stimulation of the photosynthetic output (soluble sugars, polysaccharides and total carbohydrates) of faba bean plant. Thus, increases the efficiency of solar energy conversion which maximizes the growth ability of faba bean and consequently increases its productivity.


  CONCLUSION


  Irrigation of faba bean plants with diluted seawater (3.13 or 6.25 dS m-1) led to significant reductions in shoot length, number of leaves per plant, fresh and dry weight of shoots, photosynthetic pigments, total carbohydrates, polysaccharides, nucleic acid DNA and RNA contents of faba bean leaves. Seawater salinity induced higher contents of Na+ and Cl- and decreased concentrations of K+, K+:Na+, Ca2+, Mg2+ and P3+. Irrigation of faba bean plant with different levels of diluted seawater decreased seed yield and total dry weight per plant compared with those irrigated with tap water. Also, total carbohydrates and total protein contents in seeds were reduced by increased seawater salinity levels. Application of amino acid mixture as foliar spray with different concentrations (500, 1000 or 1500 mg L-1) significantly improved all the reduced parameters due to seawater stress. The highest level of amino acid of 1500 mg L-1 exerted the strongest effect in alleviating the harmful effect of seawater salinity stress.
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  RESUMO


  No presente estudo foi avaliada a fitotoxicidade de extratos e frações de cascas do caule (súber) e folhas maduras de Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg sobre o crescimento inicial de Echinochloa crus-galli L. P. Beauv. (capim-arroz) e Euphorbia heterophylla L. (amendoim-bravo). Os extratos foram obtidos por meio de extração exaustiva e fracionamento por coeficiente de partição com solventes orgânicos. Posteriormente, os extratos acetato etílicos de cascas e folhas maduras e o extrato hexânico de cascas foram fracionados por cromatografia em coluna com a utilização de solventes em ordem crescente de polaridade. Os extratos e as frações foram testados sobre as espécies infestantes nas concentrações de 0,2, 0,4 e 0,8 mg.mL-1, como controle positivo foi utilizado o herbicida comercial Sanson® nas mesmas concentrações descritas e como controle negativo água destilada com DMSO (5 uL/mL). Os extratos acetato etílicos de cascas e folhas maduras, assim como o extrato hexânico de cascas apresentaram efeitos pronunciados de inibição sobre o crescimento das espécies-alvo. Das oito frações acetato etílicas de folhas, seis inibiram o crescimento das raízes de capim-arroz e quatro inibiram o crescimento das raízes e parte aérea de amendoim-bravo em todas as concentrações testadas. Das seis frações acetato etílicas de cascas, quatro apresentaram fitotoxicidade sobre o crescimento das raízes de capim-arroz em todas as concentrações. Os extratos e frações de cascas e folhas maduras levaram ao surgimento de anomalias nas espécies-alvo. Estes resultados evidenciaram o acentuado efeito fitotóxico dos extratos e frações de cascas e folhas maduras e seu potencial uso como herbicida natural.


  Palavras-chave: amendoim-bravo, capim-arroz, crescimento, fitotoxicidade, Myrtaceae.


  RESUMEN


  En este estudio se evaluó la fitotoxicidad de los extractos y fracciones de las cortezas del tallo (suber) y de las hojas maduras deBlepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg sobre el crecimiento inicial de Echinochloa crus- galli L. P. Beauv. (capim-arroz) y Euphorbia heterophylla L. (amendoim-bravo). Estos extractos fueron obtenidos por extracción exhaustiva y fraccionamiento por coeficiente de partición con disolventes orgánicos. Posteriormente los extractos de acetato de etilo de las hojas y de la corteza del tallo (suber) fueron fraccionados por cromatografía de columna con disolventes de polaridad creciente. Tanto los extractos como las fracciones se ensayaron sobre las plantas diana en concentraciones de 0,2, 0,4 y 0,8 mg.mL-1, como control positivo se utilizó el herbicida comercial Sanson® disuelto en las mismas condiciones y como control negativo agua destilada con DMSO (5uL/mL). Los extractos de acetato de etilo de hojas maduras y corteza así como el extracto de hexano de la corteza mostraron los efectos inhibitorios más pronunciados sobre el crecimiento de las especies diana. De las ocho fracciones del extracto de acetato de etilo de hojas, seis inhibieron el crecimiento de las raíces de capim-arroz y cuatro fracciones inhibieron el crecimiento de las raíces y de la parte aérea de amendoin-bravo en todas las concentraciones ensayadas. De las seis fracciones del extracto de acetato de etilo de corteza, cuatro fueron fitotóxicos sobre el crecimiento de la raíz de capim-arroz en todas las concentraciones. Los extractos y fracciones de la corteza y de las hojas maduras provocaron anomalías en las especies diana. Estos resultados demostraron un efecto fitotóxico pronunciado de los extractos y fracciones de corteza y hojas maduras y su potencial uso como herbicidas naturales.


  Palabras clave: crecimiento, fitotoxidad, Myrtaceae, pata de gallo, poinsettia salvaje.


  ABSTRACT


  In this study, the phytotoxicity of extracts and fractions of stem bark (suber) and mature leaves of Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg was evaluated on the initial growth of Echinochloa crus- galli L. P. Beauv. (barnyardgrass) and Euphorbia heterophylla L. (wild poinsettia). The extracts were obtained by exhaustive extraction and fractionation by the partition coefficient with organic solvents. Subsequently, the ethyl acetate extracts of bark and mature leaves and the hexane extract of bark were fractionated by column chromatography with solvents in increasing order of polarity. The extracts and fractions were evaluated on weed species at concentrations of 0,2, 0,4 and 0,8 mg.mL-1, The positive control used was the commercial herbicide Sanson® at the same concentrations described and the negative control used was distilled water with DMSO (5 uL/mL). The ethyl acetate extracts of bark and mature leaves and hexane extract of bark showed the most pronounced inhibitory effects on the growth of the target species. Among the eight ethylic acetate leave's fractions, six inhibited the root growth of barnyardgrass at all concentrations tested and four fractions inhibited the root and shoot growth of wild poinsettia, at all concentrations tested. Of the six ethylic acetate bark's fractions, four showed phytotoxicity on root growth of barnyardgrass at all concentrations. The extracts and fractions of bark and mature leaves have given rise to anomalies in the target species. The results demonstrated a pronounced phytotoxic effect of the extracts and fractions of bark and mature leaves, providing subsidies for their use as natural herbicides.


  Keywords: barnyardgrass, Myrtaceae, phytotoxicity, seedling growth, wild poinsettia.

  


  INTRODUÇÃO


  Na natureza as plantas estão expostas a condições bióticas e abióticas que exercem forças seletivas ao longo do processo evolutivo. Esses eventos levaram ao surgimento de vias biossintéticas de produção de compostos secundários, responsáveis por exercerem importantes funções nas complexas interações ecológicas entre indivíduos (Cipollini et al., 2012). Ao serem liberados no ambiente, esses metabólitos podem interferir na conservação, germinação e dormência de sementes, assim como no crescimento e vigor de plantas (Wandscheer e Pastorini, 2008). Essas substâncias são chamadas de aleloquímicos e são responsáveis pelo fenômeno denominado alelopatia (Rice, 1984).


  Os aleloquímicos são encontrados em diferentes partes da planta incluindo folhas, flores, raízes, colmos, frutos, cascas, sementes e grãos de pólen (Souza Filho et al., 2011). Esses metabólitos secundários podem ser liberados diretamente no ambiente por meio da exsudação radicular, volatilização, lixiviação ou decomposição do material vegetal (Moreno, 1989; Cipollini et al., 2012). O uso excessivo de herbicidas na agricultura moderna tem aumentado a preocupação com os resíduos gerados e o rápido desenvolvimento de resistência de espécies infestantes. Os aleloquímicos representam uma fonte de compostos bioativos que podem ser utilizados no manejo de plantas invasoras, como pesticidas e herbicidas (Mourão Júnior e Souza Filho, 2010). Além disso a maioria destas substâncias exibe sua bioatividade em concentrações baixas, entre 10-5 – 10-6 M ou extremamente baixas como 10-10 M (Macías et al., 2001), o que torna estes compostos vantajosos em relação aos herbicidas sintéticos.


  Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg pertence à família Myrtaceae, é conhecida popularmente por murta, trata-se de uma espécie arbórea de médio a grande porte (Denardi e Marchiori, 2005), perenifólia, seletiva higrófita e heliófita até esciófila. Nativa da América do sul, encontrase distribuída pelas regiões nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, sendo ainda encontrada no Uruguai, Paraguai Köeppen (1948), Bolívia e Equador (Lorenzi, 1998). A infusão de suas folhas é utilizada na medicina tradicional como antileucorréico e no tratamento de infecções do trato digestório e urinário (Siqueira et al., 2011; Vivot et al., 2012). Estudos demonstram o potencial fitotóxico dos extratos foliares aquosos de B. salicifolius sobre o desenvolvimento inicial de espécies bioindicadoras como cebola, tomate e alface (Mairesse et al., 2007; Imatomi et al., 2013). No entanto, trabalhos referentes à fitotoxicidade de extratos deB. salicifolius sobre espécies invasoras utilizando extratos obtidos das cascas desta espécie, não foram encontrados na literatura.


  Com base nessas informações, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial fitotóxico dos extratos hexânicos, acetato etílicos e aquosos de cascas e folhas maduras de Blepharocalyx salicifolius sobre o crescimento inicial de duas espécies invasoras agrícolas; Euphorbia heterophylla e Echinochloa crus-galli.


  MATERIAL E MÉTODOS

  Material vegetal


  Cascas do caule (súber) e folhas maduras de Blepharocalyx salicifolius Kuth O. Berg foram coletados na área de cerrado "senso strictu" da Universidade Federal de São Carlos (21°58' - 22°00'S, 47°51' - 47°52'W) em estação seca. De acordo com a classificação de Köeppen (1948) essa região é caracterizada pelo tipo climático Aw, com inverno seco (abril a setembro) e verão úmido (outubro a março). O critério morfológico para a classificação das folhas maduras foi a coloração verde escura e textura membranosa. O material vegetal foi lavado, seco em estufa de circulação forçada de ar a 40° C durante 72 horas e em seguida os materiais vegetais foram triturados separadamente em moinho elétrico (Grisi et al., 2013).


  Como espécies-alvo foram utilizadas plântulas de Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceae) e Echinochloa crusgalli L. Beauv. (Poaceae), conhecidas popularmente por amendoim-bravo e capim-arroz, respectivamente. Ambas atuam em culturas como espécies invasoras.


  Obtenção dos extratos


  200g do pó de cada material vegetal foram submetidos à extração exaustiva em CH2Cl2 / CH3OH (1:1) (Aibu et al., 2004). Posteriormente, cada extrato bruto foi diluído em uma solução CH3OH / H2O (95:5) e particionado com hexano, resultando nos extratos metanólicos e hexânicos de cascas (CHx) e folhas maduras (FHx). Os extratos metanólicos foram suspensos em água destilada e particionados com acetato de etila, dando origem aos extratos acetato etílicos de cascas (CAcOET) e folhas (FAcOET) e aquosos de cascas (CH2O) e folhas maduras (FH2O) (Otsuka, 2005). Depois de secos os extratos tiveram sua massa determinada (Fig. 1).
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  Bioensaio de crescimento de plântulas


  Diásporos de capim-arroz e amendoim-bravo foram germinados em água destilada e quando apresentaram 2 mm de radícula foram transferidos para caixas plásticas transparentes (11 x 7 x 4 cm) forradas com papel filtro umedecido com 6 mL de água destilada e DMSO (controle), extratos vegetais ou herbicida comercial Sanson40® (ingrediente ativo Nicossulfurom = 40 g/L), nas concentrações de 0,2, 0,4 e 0,8 mg.mL-1. O experimento foi realizado utilizando-se quatro repetições de dez plântulas cada. As caixas foram mantidas em câmaras de germinação sob temperatura de 25 °C, com fotoperíodo de 12 horas e irradiância média de 13.38 ± 7.96 µmol m-2s-1 (Grisi et al., 2013). Após sete dias foram medidos os comprimentos da raiz primária e da parte aérea com o auxílio de um paquímetro digital. As plântulas que apresentaram características anormais foram qualificadas e quantificadas segundo Brasil (2009).


  Cromatografia em coluna


  Os extratos acetato etílico (CAcOET) e hexânico (CHx) de cascas e o extrato acetato etílico de folhas maduras (FAcOET), selecionados de acordo com seus perfis cromatográficos observados em cromatografia de camada delgada (CCD), atividade fitotóxica apresentada no bioensaio de crescimento de plântulas e massa disponível, foram submetidos ao fracionamento em coluna para separação dos compostos por polaridade, sob pressão atmosférica. Foram utilizadas colunas de vidros de 28 cm de altura por 4 cm de diâmetro; sílica gel (70-230 mesh) como fase estacionária e misturas de hexano: acetona e acetona: metanol em ordem crescente de polaridade como fase móvel. Os extratos CHx, CAcOET e FAcOET foram fracionados, resultando em cinco frações hexânicas de cascas (CHx1-5), seis frações acetato etílicas de cascas (CAcOET1-6) e oito frações acetato etílicas de folhas maduras (FAcOET1-8) (Fig. 1).


  Análise estatística


  Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de Levene. Quando essas duas pressuposições foram atendidas, foi aplicada a análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste T (Lsd) a 0,05% de significância. A falta de normalidade e/ou homogeneidade levou a realização do teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.


  RESULTADOS


  As plântulas de capim-arroz tiveram o crescimento das raízes inibido pelos extratos FHx a 0,4 mg.mL-1, CAcOET a 0,4 e 0,8 mg.mL-1 e FAcOET em todas as concentrações testadas. O crescimento da parte aérea das plântulas de capim-arroz foi inibido pelos extratos FAcOET a 0,4 mg.mL-1 e FH2O, a 0,4 e 0,8 mg.mL-1 (figura 2A. 2C) As plântulas de amendoim-bravo tiveram o crescimento das raízes inibido pelos extratos CHx e CAcOET a 0,8 mg.mL-1 e FAcOET e FH2O, a 0,4 mg.mL-1. O crescimento da parte aérea das plântulas de amendoim-bravo foi inibido pelos extratos CAcOET e FHx a 0,8 mg.mL-1, CHx a 0,2 e 0,4 mg.mL-1 e CH2O, a 0,2 mg.mL-1 (figura 2B. 2D).
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  Os extratos brutos de cascas e folhas maduras de B. salicifolius foram fitotóxicos para as plântulas levando ao surgimento de anomalias em ambas as espécies-alvo. Os extratos CAcOET e FAcOET foram responsáveis pelo surgimento das maiores porcentagens de anomalias em relação a todos os extratos testados. Foram observados atrofia severa de caules e raízes, enrolamento do hipocótilo e necrose de folhas, caules e raízes primárias (tabela 1 e 2).
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  A partir dos resultados observados na avaliação da fitotoxicidade dos extratos de B. salicifolius conclui-se que os extratos CHx, CAcOET e FAcOET inibiram o desenvolvimento das espécies-alvo aqui estudadas e portanto foram fracionados em cromatografia em coluna. A fitotoxicidade das frações obtidas foram avaliadas no crescimento inicial de plântulas de capim-arroz e amendoim-bravo.


  As plântulas de capim-arroz tiveram o crescimento das raízes inibido pelas frações hexânicas de cascas, acetato etílicas de cascas e folhas maduras e pelo herbicida comercial. Os efeitos inibitórios mais acentuados foram observados nas plântulas crescidas em contato com as frações CHx4, CAcOET2, CAcOET3, CAcOET5, CAcOET6, FAcOET2, FAcOET5, FAcOET6, FAcOET7, FAcOET8 e herbicida Sanson40® (Fig. 3B). A parte aérea das plântulas de capim-arroz tiveram o crescimento inibido em todas as concentrações testadas pelas frações hexânicas de cascas CHx1 e CHx2, pela fração CAcOET3 e pelo herbicida comercial (Fig. 3A).
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  As raízes das plântulas de amendoim-bravo tiveram o crescimento inibido pelas frações acetato etílicas de cascas e folhas maduras e pelo herbicida Sanson40®. As frações CAcOET4, FAcOET1, FAcOET5, FAcOET6, FAcOET7, FAcOET8 e herbicida comercial foram fitotóxicas e inibiram o crescimento radicular em todas as concentrações testadas (Fig. 3D). As frações acetato etílicas de cascas e folhas maduras e o Sanson40® inibiram o crescimento da parte aérea das plântulas de amendoim-bravo. Os efeitos inibitórios mais acentuados foram observados nas plântulas crescidas em contato com as frações FAcOET1, FAcOET3, FAcOET5, FAcOET6 e herbicida comercial (Fig. 3C).


  As frações provenientes dos extratos CHx, CAcOET e FAcOET e o herbicida comercial Sanson40® foram fitotóxicos para as plântulas levando ao surgimento de anomalias em ambas as espécies-alvo. Nas plântulas de amendoim-bravo foram observados atrofia severa de caules e raízes ou ausência dessas partes, necrose de folhas, parte aérea e raízes, enrolamento do hipocótilo e inversão gravitrópica (tabela 1). Nas plântulas de capim-arroz foram observadas atrofia de caules e raízes e necrose de folhas e raízes primárias (tabela 2).


  As plântulas de capim-arroz crescidas em meio contendo as frações CHx1 e CHx3, a 0,8 mg.mL-1, apresentaram 45% e 60%, de anomalias, respectivamente. As frações FAcOET5 e FAcOET7 levaram ao surgimento das maiores porcentagens de anomalias nas plântulas de capim-arroz, 67,5 e 62,5%, respectivamente, a 0,8 mg.mL-1. As plântulas de amendoimbravo crescidas em meio contendo as frações FAcOET1, FAcOET3 e FAcOET8 e herbicida comercial apresentaram as maiores porcentagens de anomalias. Dentre as frações provenientes do extrato CAcOET, as frações CAcOET2, CAcOET3 e CAcOET5 levaram ao surgimento das maiores porcentagens em ambas as espécies-alvo.


  DISCUSSÃO


  As fases de germinação e crescimento das plântulas são as etapas mais sensíveis no desenvolvimento dos indivíduos (Blum, 1995). Do ponto de vista ecológico, o efeito fitotóxico no crescimento da plântula após sua germinação controla mais eficientemente o tamanho da população de espécies infestantes de culturas, pois o banco de sementes é esgotado (Jacobi e Ferreira, 1991).


  Os extratos acetato etílicos de ambos os órgãos foram mais fitotóxicos para o desenvolvimento das espéciesalvo aqui estudadas (Fig. 2; Fig. 3; tabela 1; tabela 2). Este solvente é utilizado para a extração de fitotoxinas de restos vegetais (An et al., 2000). Além disso, com a metodologia de extração química utilizada nesse trabalho é esperado que os compostos de polaridade intermediária como fenóis, terpenóides, flavonóides e alcalóides estejam presentes nos extratos acetato etílicos (Jatobá, 2012). Substâncias fitotóxicas pertencem principalmente a esses grupos (Kim et al., 2005). No estudo realizado por Oliveira et al., (2013) o extrato acetato etílico de folhas de Solanum cernuum (Solanaceae) promoveu efeitos fitotóxicos sobre a germinação e vigor de plântulas de sorgo, alface e picão-preto. Utilizando extratos de Solanum lycocarpum (Solanaceae) de polaridades variadas, Oliveira et al., (2012) observaram que os efeitos inibitórios mais acentuados sobre o crescimento inicial das plântulas de cebola, alface, tomate e agrião foram promovidos pelo extrato acetato etílico.


  Diversas substâncias de baixa polaridade, como monoterpenos, monoterpenos oxigenados, diterpenos e triterpenos, apresentam atividade fitotóxica (Souza Filho et al., 2010; Trevisan et al., 2012). A partir da metodologia utilizada no presente estudo espera-se que esses compostos estejam presentes no extrato hexânico devido a afinidade desse solvente por substâncias de baixa polaridade (Jatobá, 2012; Trevisan et al., 2012). No estudo realizado por Silva et al., (2011) o extrato hexânico de folhas de Pyrostegia venusta (Bignoniaceae) provocou acentuado efeito inibitório no crescimento dos hipocótilos e raízes primárias de plântulas de pepino.


  Em estudos sobre alelopatia, extratos de folhas são os mais frequentemente utilizados (Novaes et al., 2013). No trabalho realizado por Sausen et al., (2009) os extratos foliares aquosos de Eugenia involucrata (Myrtaceae) e Acca sellowiana (Myrtaceae) foram fitotóxicos para o processo germinativo e de crescimento de plântulas de tomate e cebola. Poucos trabalhos avaliam a fitotoxicidade dos extratos de cascas (Novaes et al., 2013). Evidências indicam que a localização dos aleloquímicos está relacionada com a facilidade de liberação desses compostos no ambiente (Souza Filho et al., 2011). A presença de cascas grossas nas espécies do cerrado auxilia na proteção contra a herbivoria e o fogo das queimadas, além disso, a presença de metabólitos secundários nesse tecido auxiliam na sua defesa (Marquis et al., 2002, Coutinho, 2002). No estudo realizado por Gulzar e Siddiqui (2013) o extrato aquoso de cascas de Terminalia arjuna (Combretaceae) afetou drasticamente a germinação e o crescimento das raízes e parte aérea de plântulas de Cassia sophera (Fabaceae).


  De acordo com Ranal (2006) e Ferreira (2004) a interferência no desenvolvimento das plântulas é uma resposta do metabolismo desses individuos. Os metabólitos secundários vegetais podem atuar na planta receptora alterando a estrutura das membranas celulares, inclusive dos receptores e sinalizadores ali presentes, sendo capazes também de causar interferências no ciclo celular, modificar a ação de diversos hormônios, alterar a conformação de enzimas e o processo de transcrição e tradução. Estes compostos podem ainda produzir uma série de perturbações no metabolismo energético, no balanço hídrico, funcionamento estomático, sequestro de espécies reativas de oxigênio ou mesmo uma combinação de vários desses fatores (Lotina-Hennsen et al., 2006).


  As duas espécies infestantes utilizadas nesse trabalho diminuem a produtividade das espécies cultivadas em monoculturas levando a prejuízos econômicos e seu controle se faz por meio da utilização de herbicidas sintéticos (F.A.O, 2009; Hong, 2004). Diversos estudos (Bridges et al., 1992, Nester et al., 1979) relacionam a presença de Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae) com perdas significativas de produtividade em culturas de amendoim, soja e feijão. Echinochloa crus-galli (Poaceae) ocorre com grande frequência e distribuição em todas as regiões produtoras de arroz sendo uma das principais espécies que invadem campos de arroz no sul do Brasil (Andres et al., 2007). As espécies invasoras de culturas se consolidam por meio da competição por recursos com as espécies de interesse agrícola (Marambe e Amarasingle, 2002; Tanveer et al., 2013).


  As raízes das espécies receptoras dos aleloquímicos foram os órgãos mais sensíveis à ação dos extratos brutos e suas frações. Este acentuado efeito inibitório no crescimento das raízes primárias é bem documentado na literatura sendo considerado uma das características que melhor indica a fitotoxicidade de extratos vegetais e está relacionado à prematura lignificação das paredes celulares (Suzuki et al., 2008; Maraschin-Silva e Áquila, 2005). Alguns autores sugerem que a acentuada fitotoxicidade observada nas raízes ocorre devido ao contato mais íntimo deste órgão com os extratos (Chung et al., 2001). Os aleloquímicos não são muito específicos e um mesmo composto pode apresentar diversas funções, dependendo de sua concentração e forma de translocação (Maraschin-Silva e Áquila, 2005).


  O herbicida comercial Sanson 40® é classificado como seletivo, de ação sistêmica, pertencente ao grupo químico sulfoniluréia. É indicado para o controle de espécies infestantes de mono e eudicotiledôneas. Atua sobre a acetolactato sintetase (ACL), que catalisa a primeira reação da síntese de aminoácidos de cadeia ramificada (Jakelaitis et al., 2005). É considerado um produto muito perigoso ao meio ambiente, altamente móvel e persistente na natureza, apresentando alto potencial de deslocamento (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 2013). Os estudos na área da alelopatia tornaram-se uma importante ferramenta para a identificação de espécies que produzem substâncias que possam ser utilizadas como herbicidas naturais, mais específicos e menos prejudiciais ao ambiente (Imatomi, 2010). Dessa forma, nos últimos anos, esses estudos têm se direcionado para a sua aplicação na agricultura. O uso desses metabólitos como herbicidas sobre espécies invasoras de cultivos agrícolas visa desenvolver uma agricultura mais sustentável. (Chon et al., 2003).


  Os compostos naturais possuem vantagens sobre os sintéticos, como ausência de moléculas halogenadas, menor meia vida e maior solubilidade em água, permitindo que os mesmos sejam utilizados em baixas concentrações (Oliveros-Bastidas, 2008). Neste trabalho as espécies receptoras responderam de forma distinta aos extratos, demonstrando que a sensibilidade destas aos compostos fitotóxicos, sob condições controladas, depende das condições fisiológicas e bioquímicas como já havia demonstrado Kobayashi (2004) em outro estudo. Os aleloquímicos de Blepharocalyx salicifolius podem se tornar fundamentais em sistemas agroecológicos, pois podem ser aplicados como herbicidas seletivos.


  CONCLUSÃO


  Extratos e frações de cascas e folhas maduras de B. salicifolius exercem efeito fitotóxico sobre espécies invasoras de cultivos agrícolas. As frações CAcOET2, CAcOET3, CAcOET4, CAcOET5 e CAcOET6 apresentaram atividade inibitória superior ao apresentado pelo herbicida comercial em todas as concentrações testadas, fornecendo subsídios para a utilização dessas frações como herbicidas naturais.
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  RESUMEN


  El desarrollo del cultivo de feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret) es principalmente estimulado por la temperatura, pero también es afectado por otros factores climáticos. La determinación del desarrollo en términos de tiempo térmico o grados día de crecimiento (GDC) es más precisa que en días calendario. El objetivo de este estudio fue proponer un modelo fenológico para la feijoa cv. Quimba, en el que se estima la temperatura base (Tb) para cuatro períodos fenológicos reproductivos diferentes y su duración en términos de GDC, para predecir las fechas de antesis, cuaje de fruto y cosecha. Se marcaron veinte árboles por finca en dos localidades del departamento de Cundinamarca, Colombia, durante los años 2012 a 2014, se registraron las fechas de aparición de los estados fenológicos, desde la formación del botón floral. Se estimó Tb usando el método de mínimo coeficiente de variación, así como la duración de los cuatro estados fenológicos reproductivos en términos de GDC. Los resultados mostraron que Tb y GDC varían dependiendo de la etapa de desarrollo del cultivo; en general, se requiere una media de 2651 GDC y 189 días para llegar de botón floral a la cosecha del fruto. Los parámetros del análisis de regresión mostraron que el modelo predijo satisfactoriamente las etapas fenológicas cuando se usó la Tb estimada para cada una de ellas, con alto coeficiente de determinación. La validación cruzada mostró buen ajuste estadístico entre valores pronosticados y observados; la intercepción no fue significativamente diferente de cero (p<0,05) y la pendiente fue estadísticamente igual a uno.


  Palabras clave: desarrollo, grados día de crecimiento, modelo fenológico, temperatura base.


  ABSTRACT


  Crop development of feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret) is mainly stimulated by temperature, but is also affected by other climatic factors. The determination of the development in terms of thermal time or growing degree days (GDD) is more precise than calendar days. The aim of this study was to propose a phenological model for feijoa cv. Quimba, in which the base temperature (Tb) for four different phenological stages and its duration in terms of GDD is estimated to predict the timing of anthesis, fruit setting and harvesting. During the years 2012 to 2014, in two localities of the department of Cundinamarca, Colombia, twenty trees per farm were labeled, dates of occurrence of phenological stages, starting from floral button were recorded. Tb was estimated using the method of minimum coefficient of variation, as well as duration of the four reproductive phenological stages in terms of GDD. The results showed that Tb and GDD vary depending on the stage of development of the crop; in general, an average of 2651 GDD and 189 days is required to reach the flower bud to the fruit harvest. The parameters of the regression analysis showed that the model successfully predicted phenological stages when estimated Tb for each of them was used, with high determination coefficient. Cross-validation showed good statistical fit between predicted and observed values; intercept was not significantly different from zero (p <0.05) and the slope was statistically equal to one.


  Keywords: base temperature, development, growing degree days, phenology model.

  


  INTRODUCCIÓN


  La temperatura es una de las principales fuerzas impulsoras para el crecimiento y el desarrollo de los cultivos y varios estados fenológicos se manifiestan a través de su desarrollo (Salazar, 2006; Salazar-Gutierrez et al., 2013). La fenología se describe comúnmente como los cambios que se producen en las plantas desde la emergencia hasta la madurez de cosecha, tales como la brotación, floración, desarrollo del fruto, y cómo estos cambios se ven afectados por las condiciones ambientales locales (García-Carbonell et al., 2002; Salazar-Gutierrez et al., 2013). El principio y el fin de las etapas fenológicas son buenos indicadores del crecimiento potencial de los cultivos (Calviño et al., 2003). El estudio fenológico permite evaluar la adaptabilidad de las especies frutales a determinadas condiciones del medio, de tal manera que puede permitir un mejor manejo del cultivo, en labores como la poda, fertilización, polinización, raleo, cosecha, etc. (Medel y Orueta, 1986).


  Con frecuencia, el tiempo calendario se ha utilizado para la predicción de las etapas de crecimiento y desarrollo de los cultivos (Slafer y Savin, 1991; Mendoza López et al., 2004); sin embargo, se han propuesto varios modelos para mejorar el uso del tiempo calendario en la predicción del desarrollo, los cuales describen el efecto de la temperatura sobre el desarrollo fenológico (Salazar-Gutierrez et al., 2013). Uno de los métodos más ampliamente utilizado es la acumulación de temperatura media diaria por encima de una temperatura base (Tb), conocido como tiempo térmico, grados-día de crecimiento o desarrollo (GDC), unidades de calor (Ruiz-Corral et al., 2002; López et al., 2010) o tiempo fisiológico, y se define como la cantidad de grados día necesarios para finalizar un determinado proceso de desarrollo o fase fenológica (Trudgill et al., 2005). El tiempo fisiológico se utiliza para el cálculo de la tasa de aparición de nudos, de hojas e inflorescencias y para estimar el crecimiento y desarrollo de frutos (Rodríguez y Flórez, 2006; Salazar, 2006; Normand y Léchaudel, 2006; Almanza et al., 2010), así como para estimar la producción potencial (Salazar et al., 2008a). Cada planta tiene un requisito específico de temperatura antes de que ciertos estados fenológicos se alcancen (Sikder, 2009).


  Hay varios métodos de cálculo de GDC, pero el más común en las investigaciones agrícolas y fenológicas es calcular GDC como la suma de la diferencia entre la temperatura media y la Tb, con la temperatura media calculada como la media de las temperaturas mínimas y máximas diarias (McMaster y Wilhelm, 1997; Matzarakis et al., 2007). El método de GDC es más apropiado para describir el desarrollo, ya que es independiente del medio ambiente o año (Salazar-Gutierrez et al., 2013). Un requisito básico para este enfoque es la determinación de la temperatura crítica o temperatura base (Tb), por debajo de la cual el desarrollo fenológico cesa o las plantas detienen sus procesos metabólicos (Salazar, 2006). La exactitud de un modelo de tiempo térmico para predecir la fecha de diferentes etapas de desarrollo es parcialmente dependiente de la exactitud de la determinación de la temperatura base (Salazar-Gutierrez et al., 2013).


  Un método preciso para determinar la temperatura base es cultivar plantas en ambientes controlados a través de una gama de temperaturas constantes y medir la tasa de aparición de los diferentes órganos de la planta siguiendo su etapa de desarrollo (Slafer y Rawson, 1995; Qi et al., 1999). Se supone que cada fase de desarrollo puede tener una temperatura base diferente y la temperatura base debe ser similar para una determinada etapa de desarrollo del cultivo para cualquier período de crecimiento (Salazar-Gutierrez et al., 2013).


  Varios métodos estadísticos pueden ser utilizados para la estimación de Tb; algunos de los comunes son: la menor varianza (VAR) en GDC, la menor desviación estándar (SD) en GDC, la menor SD en días, el menor coeficiente de variación (CV) en GDC y regresión lineal utilizando el coeficiente de regresión y los métodos de intercepto en x (Yang et al., 1995; Oliveira, 1998; Salazar-Gutierrez et al., 2013). Estadísticamente, la temperatura base es la que resulta en la menor variación en la acumulación de GDC (tiempo térmico) que es una medida del calor que se ha acumulado en el tiempo (Yang et al., 1995). La temperatura acumulada es ahora reconocida como el principal factor que influye en la variación de la fenología; el aumento de las temperaturas en general acelera el desarrollo fenológico, lo que resulta en un período de crecimiento más corto (Asseng et al., 2011). Los GDC se utilizan generalmente para incluir los efectos de la temperatura y describir la temporización de los procesos biológicos (McMaster y Wilhelm, 1997; Stenzel et al., 2006). Las investigaciones realizadas han demostrado que los GDC acumulados para la consecución de los estados fenológicos difieren de cultivar a cultivar (Trudgill et al., 2005).


  Se han desarrollado modelos agroclimáticos que relacionan las diferentes fases fenológicas con el tiempo térmico o tiempo fisiológico de la planta. Algunos autores han calculado los requerimientos de acumulación térmica teniendo en cuenta el umbral mínimo de crecimiento o temperatura base (Tb) necesaria para alcanzar los distintos estados fenológicos de cultivos como tomates (Zotarelli et al., 2009; Ardila et al., 2011), duraznero y ciruelo (Medina Torres, 2000), vid (Oliveira, 1998; Ortega-Farias et al., 2002; Almanza et al., 2010), naranjo (Stenzel et al., 2006), uchuva (Salazar et al., 2008b), lulo (Pulido et al., 2008), rosa (Rodríguez y Flórez, 2006), clavel (López et al., 2010), maíz (Ruiz et al., 1998; Ruiz-Corral et al., 2002), trigo de invierno (Salazar-Gutierrez et al., 2013), soya (Calviño et al., 2003), entre otros. Para el caso de la feijoa, no se conocen estudios que indiquen cual es Tb, y por lo tanto, tampoco se conocen valores de tiempo térmico para los estados fenológicos.


  La feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret), pertenece al orden myrtales, a la familia Myrtaceae, subfamilia Myrtoideae, genero Acca, especie sellowiana (Perea et al., 2010); es originaria de Sur América, en las zonas comprendidas entre el sur de Brasil, Uruguay, las partes altas del lado occidental de Paraguay y el nororiente de Argentina (Schuman y Lüdders, 1992; CCI, 2008). La feijoa es una especie perenne y longeva; en condiciones subtropicales y estacionales presenta una cosecha anual, mientras que en zonas tropicales puede producir en forma continua durante todo el año (Quintero, 2012). La feijoa se considera como un cultivo promisorio para la región andina colombiana, gracias a su excelente adaptación en las zonas comprendidas entre 1800 y 2700 m s.n.m; del fruto se pueden obtener más de 15 productos derivados de muy buena calidad (Quintero, 2012), tales como dulces, helados, postres, concentrados, sabajones, aperitivo vínico y otras bebidas.


  Los objetivos de este estudio fueron: (i) determinar la temperatura base para cuatro etapas fenológicas reproductivas de la feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret),


  cv. Quimba y (ii) desarrollar un modelo fenológico utilizando la temperatura base para predecir la duración en términos de tiempo térmico de las diferentes etapas fenológicas en dos zonas de estudio en el departamento de Cundinamarca, Colombia.


  MATERIALES Y MÉTODOS

  Localización y caracterización de las zonas de estudio


  El estudio se realizó en dos fincas, ubicada una de ellas en el municipio de Tenjo y la otra en el municipio de San Francisco de Sales (en el Departamento de Cundinamarca, Colombia); en las dos fincas se encuentran árboles del clon 41 ('Quimba') sembrados en el año 2006, de los cuales se marcaron 20 árboles por finca. La finca "La Pradera" se encuentra ubicada en el municipio de Tenjo entre las coordenadas geográficas 4° 51' 23" N y 74° 6' 33" W y altitud media de 2580 m s.n.m.; la zona se caracteriza por tener un clima semihúmedo frio seco C1dC'1 de la "clasificación de Thornthwaite", con temperatura media de 13,2°C y humedad relativa que oscila entre 79 y 84%; las lluvias son de tipo bimodal, con valores de precipitación media anual de 765 mm, concentrada entre los periodos de marzomayo y septiembre-noviembre. La finca "Mesopotamia" se encuentra ubicada en el municipio de San Francisco de Sales entre las coordenadas geográficas 4° 57' 57" N y 74° 16' 27" W y altitud media de 1800 m s.n.m.; la zona se caracteriza por tener un clima perhúmedo ArD' de la "clasificación de Thornthwaite", con temperatura media de 20°C y humedad relativa que oscila entre 76 y 88%; las lluvias son de tipo bimodal, con valores de precipitación media anual de 1493 mm, concentrada entre los periodos de febrero-mayo y septiembre-noviembre.


  El modelo fenológico propuesto para la feijoa cv. Quimba, está formado por dos componentes: el primero incluye la estimación de la temperatura base para cuatro períodos fenológicos diferentes, y el segundo componente es la estimación de la duración en grados día para predecir la floración (antesis), cuaje de fruto y cosecha. Las entradas al modelo incluyen la fecha de aparición de botones florales visibles (aprx. de 5 mm) y el registro de las fechas de antesis, de cuaje de fruto y de cosecha (día real de la cosecha), además de los datos meteorológicos diarios, incluyendo las temperaturas máximas y mínimas (°C) para cada ubicación.


  Las fechas de aparición de botones florales visibles, de antesis, de cuaje de fruto y de cosecha se obtuvieron de las dos fincas en el departamento de Cundinamarca – Colombia (Tabla 1), en un período de registro que correspondió a los años 2012, 2013 y comienzo de 2014. La fecha de aparición de botones florales se registró cuando estos tenían una dimensión aproximada de 5 mm. Los datos meteorológicos se obtuvieron de estaciones meteorológicas automatizadas "i-metos" suministradas por la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia– Sede Bogotá, las cuales fueron instaladas en los dos lugares objeto del estudio.
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  Estimación de la temperatura base


  Actualmente no se conoce información referente a la temperatura base para los estados fenológicos de la feijoa. Se estimaron las temperaturas base (Tb) de cuatro etapas fenológicas de la feijoa a saber: desde la aparición de botones florales a la antesis, de la antesis al cuaje del fruto, del cuaje del fruto a la cosecha y de la aparición de botones florales a la cosecha, para lo cual se realizó la sumatoria de las temperaturas registradas en cada localidad para cada una de las diferentes etapas fenológicas y luego se minimizó el Coeficiente de Variación (CV) de las cantidades de calor calculados (GDC) a partir de un rango de temperaturas entre 0 y 12 °C para cada una de las diferentes etapas consideradas en este estudio. La temperatura óptima (Tb) para cada etapa, corresponde con la temperatura a la cual se obtiene el CV más pequeño utilizando un modelo de regresión de segundo grado (Yang et al., 1995; Salazar, 2006; Pulido et al., 2008; Ruml et al., 2010; Salazar-Gutierrez et al., 2013). La herramienta Solver para Excel®, se utiliza para la estimación de la Tb; Solver es un procedimiento no lineal iterativo que realiza la primera estimación con los valores iniciales asignados a los parámetros de la ecuación y luego aumenta o disminuye el valor de los parámetros hasta que encuentra el valor mínimo de la suma de los cuadrados de las desviaciones.


  Para las cuatro fases fenológicas y para los periodos de estudio en las dos localidades, se realizó análisis de varianza de los GDC y comparación de medias mediante prueba de Tukey, con el fin de establecer diferencias entre las Tb de cada fase fenológica, para lo cual se utilizó el paquete estadístico SPSS v.17 (SPSS Inc., Chicago, IL).


  Estimación del tiempo térmico (GDC)


  La mejor manera de representar la duración de una fase fenológica es en términos del tiempo térmico, expresado como la sumatoria de los grados-día de crecimiento (GDC). Los grados-día es una unidad de medida que combina temperatura y tiempo de tal manera que la duración del desarrollo de un ciclo de vida del organismo, o en cualquier etapa o parte del ciclo de vida, disminuye a medida que la temperatura aumenta; el tiempo térmico se expresa como el número de unidades de calor requeridos para completar el desarrollo. Aunque las temperaturas y días pueden variar, el tiempo fisiológico permanece relativamente constante; es el modelo más simple que tiene en cuenta el efecto de la temperatura en el desarrollo vegetativo y reproductivo y tiene algunas limitaciones para temperaturas muy altas (Ardila et al., 2011; Salazar-Gutierrez et al., 2013). Un grado día se acumula cuando la temperatura media diaria es de un grado por encima de Tb para un período de 24 horas. Para poder hacer el seguimiento al desarrollo del cultivo, el día de referencia o fecha de partida es fundamental; en este estudio la fecha de partida se define como la fecha de aparición de botones florales para cada temporada y cada lugar.


  La duración de cada fase en grados-día de crecimiento (GDC) se determinó usando los valores de Tb que se estimaron para el cultivo de feijoa, para cada una de las cuatro fases de desarrollo consideradas. El tiempo térmico se calculó como la suma diaria de la diferencia entre la temperatura media y la temperatura base para cada etapa (Ecuación 1).
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  Donde, TT es el tiempo térmico (°Cd) acumulado durante los n días hasta que aparezca el estado, para las cuatro fases (desde botón floral a antesis: fase = 1, desde antesis a cuaje de fruto: fase = 2, de cuaje de fruto a cosecha: fase = 3 y de botón floral a cosecha: fase = 4), Ti es la temperatura media diaria (°C) para el día i y Tb es la temperatura base (°C). Los GDCi para la acumulación de TT se calculan utilizando las siguientes consideraciones:
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  Donde Tmáx es la temperatura máxima (°C) para el día i y Tmin es la temperatura mínima (°C) para el día i.


  El modelo se desarrolló con el conjunto de datos correspondiente a tres periodos diferentes para el cultivar y para los dos lugares del estudio (Tabla 1). Con la Tb estimada se obtuvo el tiempo térmico (GDC) para cada etapa fenológica, para cada periodo y para cada localidad, los cuales se promediaron para cada fase considerada. A continuación, se utilizó la media de tiempo térmico obtenido en cada fase para evaluar el modelo para los datos restantes. Se realizó validación cruzada entre los valores observados y los simulados, la cual permite visualizar la bondad del modelo. El coeficiente de determinación (R2) y el Índice de Concordancia d (Ecuación 5) se calcularon para determinar el rendimiento del modelo general (Salazar-Gutierrez et al., 2013).
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  Donde (n) es el número de observaciones, (Pi) el valor predicho para la i-ésima fecha y (Oi) el valor observado para la i-ésima fecha, y , la media general de los valores observados es &Omacr;.


  RESULTADOS


  Durante el periodo de estudio (julio de 2012 a enero de 2014), en la finca del municipio de Tenjo se registró una temperatura media de 12,5 °C (D.S.=0,5 °C) y humedad relativa que osciló entre 74 y 86%, con valor medio de 82% (D.S.=3,0%) y precipitación total acumulada de 1127,6 mm; en la finca del municipio de San Francisco de Sales se registró una temperatura media de 20,5 °C (D.S.=0,4 °C) y humedad relativa que osciló entre 63 y 97%, con valor medio de 82% (D.S.=9,4%) y precipitación total acumulada de 2401,8 mm.


  En cuanto a la precipitación anual registrada para el año 2013 en las dos localidades de estudio, Tenjo registró una precipitación total acumulada de 806 mm y San Francisco registró 1583 mm, valores ligeramente mayores a la precipitación media anual, la cual es de 765 mm para Tenjo y 1493 mm para San Francisco.


  Se observa que durante el periodo de estudio las temperaturas medias no presentan variación significativa para cada uno de los periodos estudiados, tanto para la localidad de Tenjo como para la de San Francisco, presentándose una diferencia media de temperatura de 8,0 °C entre la finca ubicada en el municipio de Tenjo y la finca ubicada en el municipio de San Francisco (Tabla 2). Al comparar la precipitación registrada durante cada uno de los periodos de estudio con el número de días calendario necesarios para llegar de botón floral a la cosecha en cada periodo (Tabla 2), se observa que para el caso de la finca ubicada en el municipio de San Francisco, el número de días es menor a mayor precipitación, mientras que para la finca ubicada en el municipio de Tenjo se observa un comportamiento totalmente opuesto (a mayor precipitación, mayor número de días).
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  Estimación de la temperatura base (Tb)


  Los modelos para la predicción del desarrollo fenológico requieren la estimación de la temperatura base (Salazar-Gutierrez et al., 2013). Como se mencionó anteriormente, existen varios métodos estadísticos que pueden ser utilizados para la estimación de Tb y con los cuales se pueden obtener resultados diferentes. Se utilizó el método de mínimo coeficiente de variación (CV), que es un método relativamente fácil para la estimación de las temperaturas base (Yang et al., 1995). Los resultados mostraron que Tb varía dependiendo de la etapa de desarrollo del cultivo. El CV de la suma de calor acumulado para la estimación de Tb para los diferentes estados fenológicos de la feijoa considerados en este estudio, así como la ecuación de regresión, se muestran en la Fig. 1. Utilizando el método de mínima varianza (VAR), se encontró la misma tendencia que por el método de mínimo CV, con valores de Tb un poco diferentes, principalmente para las fases 3 y 4. Teniendo en cuenta el comportamiento fisiológico del cultivar de feijoa bajo las condiciones climáticas de producción, se decidió considerar las Tb obtenidas por el método de mínimo CV. En la Tabla 3 se presentan los valores de Tb estimados para cada fase fenológica por los dos métodos.
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  Aunque se observan diferencias no muy grandes en cuanto al valor obtenido de Tb para cada fase fenológica, a partir de pruebas de Tukey donde se compararon las medias de las varianzas de la suma de GDC, calculadas con las Tb estimadas de cada una de las fases fenológicas de los periodos de estudio en las dos localidades, se determinó que no hay diferencias estadísticamente significativas entre las Tb de las fases 1 y 2, pero si las hay entre éstas y las Tb de las fases 3 y 4; tampoco hay diferencias estadísticamente significativas entre las Tb de las fases 3 y 4 (α = 0,05).


  Estimación del tiempo térmico (GDC)


  Al igual que en otros estudios para diferentes productos, el cultivar de feijoa difiere en el número de días y tiempo térmico requerido para alcanzar cada uno de los estados fenológicos estudiados. La duración de cada fase en gradosdía de crecimiento (GDC) para cada localidad estudiada (San Francisco y Tenjo) se determinó usando los valores de Tb estimados para cada una de las cuatro fases de desarrollo consideradas; igualmente se determinó los valores medios para cada una de las fases para las dos localidades (Tabla 4).
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  Considerando las Tb para cada una de las fases, la feijoa requiere una media de 196 GDC (°C d) para llegar de botón floral a la antesis, 116 GDC para ir de la antesis al cuaje de fruto, 2307 GDC para ir de cuaje de fruto a la cosecha y 2651 GDC para llegar de botón floral a la cosecha del fruto. En general, el tiempo necesario para llegar a la cosecha desde botones florales en días calendario, varió de 168 días para San Francisco, hasta 210 días para Tenjo, con un promedio de 189 días. Los resultados indican que el número de días necesarios para ir de botón floral a la antesis, varió de 11,75 días (San Francisco) a 18,75 días (Tenjo); para ir de la antesis al cuaje de fruto, varió de 6,75 días (San Francisco) a 11,75 días (Tenjo) y para ir de cuaje de fruto a la cosecha, varió de 149,00 días (San Francisco) a 179,75 días (Tenjo).


  En la Figura 2-A se presenta la evaluación del modelo por validación cruzada mediante la comparación de los días predichos y observados para ir desde botón floral hasta la cosecha, y en la Figura 2-B se presenta la validación cruzada mediante la comparación de los GDC predichos y observados. La validación cruzada y los parámetros del análisis de regresión mostraron que el modelo predijo satisfactoriamente el número de días y los GDC para llegar a cada estado fenológico cuando se utilizó el valor de Tb estimado para las diferentes etapas (Figura 2). Se encontró una buena concordancia estadística; la intercepción no fue significativamente diferente de cero (p < 0,05) y la pendiente fue estadísticamente igual a 1; estas son las estimaciones esperadas para una muy buena bondad de ajuste entre los valores pronosticados (Y) y los observados (X). Además, la regresión también mostró alto coeficiente de determinación (R2); el índice de Concordancia (d) refleja también una buena opción de ajuste del modelo para los diferentes estados del cultivar de feijoa (Figura 2).
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  DISCUSIÓN


  El comportamiento opuesto que se observa entre las fincas de Tenjo y San Francisco al comparar la precipitación registrada en cada periodo de estudio con el número de días necesarios para llegar de botón floral a la cosecha, podría explicarse por la influencia combinada de otras condiciones ambientales locales, tales como la temperatura, radiación solar, evapotranspiración y retención de humedad del suelo, entre otras, tal como lo indican García-Carbonell et al., (2002), Salazar-Gutierrez et al., (2013) y Fischer et al., (2012), quienes indican que las condiciones climáticas tienen influencia sobre la fenología de la planta, la duración del tiempo de desarrollo y la maduración de los frutos, así como sobre las épocas de cosecha, especialmente en cultivos en condiciones tropicales.


  Los períodos de mayor abundancia de botones florales estuvieron determinados por los periodos más secos en cada una de las fincas, requiriéndose de estrés hídrico para estimular la aparición de botones florales, lo cual concuerda con lo indicado por Quintero (2012) para feijoa y Fischer et al., (2012) para cítricos. De acuerdo con las temperaturas registradas en las dos localidades del estudio, era de esperarse que los tiempos calendario para la aparición de los estados fenológicos en el cultivo de feijoa fueran menores en la finca de San Francisco (mayor temperatura media), en comparación con la finca de Tenjo, como efectivamente ocurrió (Tabla 4); este comportamiento está de acuerdo con lo indicado por Perea et al., (2010), Asseng et al., (2011) y Quintero (2012).


  Estimación de la temperatura base (Tb)


  Los valores de Tb y las pruebas de Tukey (Tabla 3) muestran que Tb no es constante durante todo el periodo reproductivo y que el uso de un único valor no es apropiado, pudiéndose utilizar una Tb de 3,04 °C para las fases 1 y 2 y una Tb de 1,76 para la fase 3. Estos resultados concuerdan con estudios realizados para otros cultivos por autores como Slafer y Savin (1991) y Madakadze et al., (2003) entre otros, quienes indican que el conocimiento del valor de Tb para cada una de las etapas fenológicas permite un mejor manejo y control del cultivo. Los valores de Tb estimados para la feijoa siguen la misma tendencia encontrada por Salazar et al., (2008b) para uchuva en Colombia y por Ruiz et al., (1992) para guayaba. Para el caso de la uchuva, las Tb que usaron Salazar et al., (2008b) para calcular el tiempo térmico (GDC) para alcanzar cada una de las fases fueron: de botón a flor 5,61 °C, de flor a cuaje de fruto 10,20 °C y de cuaje de fruto a fruto maduro fue de 1,89 °C. En el caso de la guayaba, la temperatura umbral mínima (Tb) para el desarrollo de la etapa botón floral-inicio de floración es de 10 °C y de 8,4 °C para la etapa inicio de floración-inicio de cosecha (Ruiz et al., 1992).


  En feijoa, los mayores valores de Tb de las dos primeras fases, indican que posiblemente tanto los botones florales como las flores y el fruto recién cuajado, son muy susceptibles a las bajas temperaturas, lo cual se manifiesta en abundante pérdida de estos órganos de la planta cuando la temperatura ambiente está por debajo de la Tb, como ocurre en la finca ubicada en el municipio de Tenjo, donde se presentan bajas temperaturas (heladas) en los meses de diciembre, enero y febrero. Este comportamiento concuerda con lo expresado por Fischer et al., (2012), quienes indican que pocos frutales toleran las heladas y que las bajas temperaturas pueden quemar las flores y los frutos recién cuajados, así como los nuevos brotes y las hojas. El bajo valor de Tb durante la fase 3, posiblemente indica que una vez los frutos han iniciado su crecimiento, estos se vuelven más tolerantes a las bajas temperaturas, pudiendo presentar pequeñas quemaduras superficiales por esta causa, pero sin interrumpir su proceso metabólico, continuando con su crecimiento.


  Algunos autores usaron valores únicos de Tb para el cálculo de los GDC en todas las fases fenológicas de algunos cultivos, a diferencia de lo que se encontró en este estudio para feijoa, donde se encontraron diferentes Tb para cada etapa fenológica. Asi, Stanley et al., (2000) encontraron correlaciones significativas entre el crecimiento del fruto de manzana y la temperatura del aire con el uso de Tb de 10 °C para el cálculo de grados día; se ha considerado que un valor de Tb de 10 °C es conveniente para mangos (Mosqueda-Vázquez et al., 1993). Ryugo (1988) menciona que el valor de Tb para frutales de pepita (manzano y peral) es de 7°C. Para tomates (Ardila et al., 2011), duraznos (Medina Torres, 2000) ciruela (Medina Torres, 2000), y vid (Oliveira, 1998; Ortega-Farias et al., 2002), se utiliza una Tb de 10 °C.


  La Tb es un parámetro importante en los modelos de simulación del crecimiento y desarrollo, y debido a ello se han establecido valores de Tb para diferentes cultivos en diferentes etapas fenológicas. En feijoa estos valores no han sido reportados previamente, por lo que los resultados obtenidos en este estudio permitirán obtener un mayor conocimiento del cultivo y hacer un mejor manejo del mismo. Los resultados mostraron que la temperatura base no es constante a lo largo de las diferentes etapas del periodo reproductivo y que el uso de un único valor no es apropiado.


  Estimación del tiempo térmico (GDC)


  Aunque no existen grandes variaciones en la temperatura del día a día en cada localidad, si existen grandes diferencias en las temperaturas de una localidad a otra durante el periodo de estudio. El uso del tiempo térmico en lugar de tiempo calendario toma esta variabilidad en cuenta y proporciona una explicación para las diferencias en la madurez del fruto cuando las observaciones de diferentes años se comparan (Zotarelli et al., 2009; Almanza et al., 2010; López et al., 2010; Ardila et al., 2011; Salazar-Gutierrez et al., 2013).


  Como puede observarse (Tabla 2), en la finca del municipio de San Francisco, localizada a menor altitud (1800 m s.n.m) y donde se obtuvieron las temperaturas medias diarias más altas, se requieren menos días calendario para llegar a la cosecha, lo cual concuerda con lo reportado por diferentes autores y para diferentes cultivos (Medel y Orueta, 1986; Medina Torres, 2000; Mendoza López et al., 2004; Salazar, 2006; Perea et al., 2010; Asseng et al., 2011; Quintero, 2012). Al respecto y en concordancia con los resultados obtenidos, Mendoza López et al., (2004) encontraron que cultivos de guayaba localizados a menor altitud, requirieron menos días calendario para alcanzar los diferentes estados fenológicos; indican que para las guayabas cultivada en cuatro altitudes diferentes en el oriente de Michoacan, el período de diferenciación floral y floración en la localidad ubicada a 1800 m s.n.m. ocupa de 81 a 92 días; de 71 a 76 días en la localidad ubicada a 1550 m s.n.m.; de 48 a 54 días a 1190 m s.n.m. y de 44 días a 700 m s.n.m. El crecimiento del fruto ocupa entre 170 y 180 días a 1800 m s.n.m.; entre 140 y 160 días a 1550 m s.n.m.; entre 120 y 135 días a 1190 m s.n.m. y menos de 120 días a 700 m s.n.m.


  Al igual que en otros estudios para diferentes frutales, el cultivar de feijoa difiere en el tiempo térmico requerido para alcanzar cada uno de los estados fenológicos estudiados. Vayadoli Ocegueda (2008) utilizó Tb de 10 °C e indica que la influencia del clima sobre los GDC necesarios para el desarrollo del fruto de tres cultivares de mango fue mínima, requiriendo 1793,7 GDC y 1662,85 GDC para los climas semicálido subhúmedo y cálido subhúmedo respectivamente para 'Ataulfo', 2282,5 GDC y 2205,5 GDC para 'Kent', 2082,9 GDC y 1944,9 GDC para 'Tommy Atkins'. En manzanas 'Sampion' y 'Ligol' se requieren 2550 GDC y 2600 GDC respectivamente, para llegar a la cosecha desde plena floración, utilizando Tb de 0 °C (Lysiak, 2012). Stenzel et al. (2006) considerando una Tb de 12,8 ° C encontraron que la suma térmica para el crecimiento y la maduración del fruto de naranja 'Folha Murcha' en Londrina y Paranavaí, se encuentra en el rango de 4462 a 5090 GDC.


  La validación cruzada y los parámetros del análisis de regresión mostraron que el modelo fue capaz de predecir satisfactoriamente las fechas y los GDC, cuando se utilizó el valor de Tb estimado para las diferentes etapas, mostrando una muy buena bondad de ajuste entre los valores pronosticados y los observados, para los diferentes estados del cultivar de feijoa.


  CONCLUSIONES


  Los valores de Tb y GDC varían dependiendo de la etapa de desarrollo del cultivo; las Tb de las dos primeras fases presentaron diferencias estadísticas significativas con respecto a las otras fases estudiadas, por lo que no es apropiado el uso de un único valor durante todo el periodo reproductivo, pudiéndose utilizar Tb de 3,04 °C para las fases 1 y 2 (de botón floral a antesis y de antesis a cuaje de fruto) y Tb de 1,76 °C para la fase 3 (de cuaje de fruto a cosecha); en general, se requiere una media de 2651 GDC y 189 días para llegar de botón floral a la cosecha del fruto. Los parámetros del análisis de regresión mostraron que el modelo predijo satisfactoriamente las fechas cuando se utilizó Tb estimada para las diferentes etapas, mostrando alto coeficiente de determinación; se encontró buen ajuste estadístico entre valores pronosticados y observados. El conocimiento de la temperatura base para cada etapa de desarrollo individual para un cultivar puede ser útil para la implementación de modelos de simulación de feijoa. Los días transcurridos desde botón floral hasta la cosecha, predichos con base en GDC acumulados por encima de una Tb para una fase específica puede ser útil para el manejo del cultivo, en actividades tales como la fertilización, las podas, el riego, la programación de la cosecha y otras prácticas que están asociadas con las diferentes etapas fenológicas del cultivo. Estos resultados implican que la fecha de cosecha se puede predecir con éxito utilizando GDC con base en la Tb estimada para cada etapa de desarrollo individual. Se requiere más trabajo para estimar las temperaturas base y la duración de otros estados fenológicos; se recomienda realizar evaluaciones adicionales en virtud de una amplia gama de variedades de feijoa y del medio ambiente.
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  RESUMEN


  El frailejón cuyo nombre científico es Espeletia spp., es considerado el arbusto emblema de los páramos, un ecosistema de importancia debido a que son fuente de agua y de materia orgánica, donde se han registrado un alto número de especies biológicas endémicas. Considerando la relevancia de la microbiota en la estructuración del suelo y en la disponibilidad de los nutrientes como soporte para el crecimiento vegetal, se determinaron las poblaciones microbianas cultivables de importancia funcional como dinamizadora de nutrientes en el suelo rizosférico de Espeletia spp. en el páramo de Santa Inés y en el de Frontino-Urrao en Antioquia. Los suelos se caracterizaron por ser ácidos y en el páramo de Frontino-Urrao se reportaron los mayores contenidos de materia orgánica y nitrógeno. La abundancia de microorganismos fue similar en los dos páramos y se registró únicamente variación en la abundancia de bacterias formadoras de endospora, que superaron en Frontino-Urrao 3,8 veces el contenido respecto al de Santa Inés. En ambos páramos se reportaron bacterias y hongos solubilizadores de fosfato y degradadores de celulosa que pueden ser empleados en procesos de restauración de suelos paramunos degradados por la minería, la ganadería o la agricultura.


  Palabras clave: Espeletia spp., microbiota, páramos, rizósfera, suelo.


  ABSTRACT


  The frailejón (Espeletia spp.) is the emblematic shrub of the paramo. This is an important ecosystem because they are sources of water and organic matter, and are inhabited by a high number of endemic biological species. Considering the importance of the microbiota in soil structure and nutrients availability to support plant growth, we assessed the cultivable microbial populations in Espeletia spp. rhizosphere in Santa Inés and Frontino-Urrao paramos, including functional groups with important role in cycling nutrients. The soil pH was strongly acid in both sites and the organic matter and nitrogen contents were highest in Frontino-Urrao soil. Nevertheless, the microbial abundance was similar in these sites except the content of endospore-forming bacteria, which was 3.8 fold large in Frontino-Urrao. Phosphate solubilizing and cellulolytic microorganisms were found in both sites. Those microorganisms would be used for soil restoration processes in paramos degraded by mining, livestock or agriculture.


  Keywords: Espeletia spp., microbiota, paramos, rhizosphere, soil.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las comunidades microbianas del suelo se establecen de acuerdo con las características del hábitat, y son determinadas por la ubicación geográfica y los factores físico-químicos (Djukic et al., 2010; Zhang et al., 2013). La cobertura vegetal y específicamente la naturaleza química de los exudados radiculares es considerada el elemento más determinante en el ensamble de las comunidades microbianas rizosféricas, lo cual se debe a que estas secreciones generan un ambiente selectivo altamente competitivo mediado por el potencial para ser metabolizados (Yergeau et al., 2014).


  El ecosistema paramuno está ubicado a elevadas altitudes, por encima de los 3000 m s.n.m. en las cumbres de las montañas tropicales (Cuatrecasas, 1958). Debido a su localización altitudinal se consideran islas biogeográficas con condiciones ambientales extremas para el desarrollo de la vida, caracterizándose por una humedad relativa que varía entre 70-85%, bajas temperaturas, valores de precipitación alrededor de 3000 mm anuales, bajas tasas de evapotranspiración y variaciones notorias de radiación solar entre los periodos de lluvia y sequía (Díaz-Granados et al., 2005). Estos aspectos han condicionado el establecimiento de formas de vida con adaptaciones morfológicas, fisiológicas y de comportamiento específicas que ha dado lugar a un alto grado de endemismo (Morales y Estévez, 2006).


  Los páramos colombianos han sido ampliamente descritos en cuanto a su fauna y flora (Rangel, 2000; Pedraza-Peñalosa et al., 2004), sin embargo, el suelo, su microbiota y el papel que ésta desempeña en un ecosistema tan estratégico para la generación de agua ha sido poco investigado. Los escasos estudios microbiológicos han estado restringidos a los páramos del departamento de Cundinamarca, en la cordillera oriental, y han empleado metodologías dependientes de cultivo. En estos trabajos se determinaron tanto poblaciones de hongos rizosféricos de Espeletia killipii y del suelo, como la comunidad bacteriana en los páramos de Guasca y Cruz Verde (Chitiva et al., 2007; Arias y Piñeros 2008; Benavides y Hermida, 2008), y la presencia de bacterias diazotróficas y de hongos solubilizadores de fósforo (Moratto et al., 2005), así como la microbiota cultivable asociada a la hojarasca (Bernal et al., 2006), en el páramo de Guerrero. Recientemente, Montaña et al., (2011) establecieron empleando una aproximación metagenómica la diversidad bacteriana del suelo de bosque alto andino en el Parque Nacional Natural de los Nevados a 3464 m s.n.m., determinando los phyla Proteobacteria y Actinobacteria como los grupos más abundantes.


  En el suelo, la microbiota interviene en procesos dinamizadores de nutrientes como la fijación del nitrógeno, la solubilización de fosfatos y la degradación de compuestos carbonados, influyendo en el contenido de materia orgánica, la estabilidad y fertilidad del suelo, contribuyendo al establecimiento y desarrollo de las comunidades vegetales (Kim et al., 2011; Waring et al., 2014). Con el fin de conocer la abundancia de microorganismos cultivables y determinar grupos funcionales en el suelo rizosférico paramuno, en este trabajo se determinó la concentración celular bacteriana y fúngica cultivable asociada a la rizósfera de Espeletia spp. en los páramos Santa Inés y Frontino-Urrao, en Antioquia, y se evaluó su potencial en la degradación de celulosa y solubilización de fosfatos.


  MATERIALES Y MÉTODOS

  Sitios de estudio


  Las áreas de estudio se encuentran localizadas en el departamento de Antioquia, el complejo paramuno de Santa Inés (6°37.919' N y 75°38.669' W a 3216 m s.n.m.) ubicado en el municipio de Belmira sobre la Cordillera Central, y el complejo Frontino-Urrao (6°27.349' N y 7°5.313' W a 3580 m.s.n.m.) ubicado en el municipio de Urrao sobre la Cordillera Occidental.


  Se realizaron dos muestreos en cada sitio durante el año 2012, en febrero y junio, en el páramo de Santa Inés y durante marzo y mayo en Frontino-Urrao. Se hicieron recolectas aditivas de suelo rizósferico de Espeletia spp., mediante un muestreo aditivo a partir del suelo adherido a la raíz de 30 plantas seleccionadas al azar en cada sitio. Las muestras fueron almacenadas en recipientes de plástico estériles y trasportadas bajo refrigeración al laboratorio y mantenidas en estas condiciones hasta el momento del análisis.


  Caracterización del sitio de muestreo


  En cada sitio se realizaron mediciones de temperatura, humedad relativa e intensidad lumínica a nivel de las hojas de los frailejones y del suelo utilizando un termohigrómetro (HANNA HI 8564) y un luxómetro (Traceable® Dual-Range Light Meter). Además, se registró la altura y envergadura de los frailejones con el fin de caracterizar los individuos del área muestreada. Los análisis fisicoquímicos del suelo consistieron en determinar la capacidad de intercambio catiónico efectiva (CICE), el pH, el porcentaje de materia orgánica, contenido de nitrógeno y fósforo, elementos menores como aluminio, azufre, boro, calcio, magnesio, potasio, sodio, hierro, cobre, manganeso, zinc y la textura.


  Determinación de la abundancia microbiana


  La abundancia de los grupos microbianos se estableció mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC g-1) sembradas en superficie (Koch, 1994). Se sembraron alícuotas de las diluciones para determinar el contenido de bacterias heterótrofas totales (BHT) en agar nutritivo (AN: peptona de carne 5 g, extracto de carne 3 g y agar-agar 12 g/L), bacilos Gram negativos (BGN) en agar eosina azul de metileno (EMB: peptona 10 g, K2HPO4 2 g, lactosa 5 g, sacarosa 5 g, eosina amarillenta 0,4 g, azul de metileno 0,07 g y agar-agar 13,5 g/L) y para selección de Pseudomonas spp. (P) se realizó el cultivo en agar B base según KING (proteosa peptona 20 g, MgSO4 1,5 g, K3PO4.3H2O 1,8 g, glicerina 10 g y agar-agar 10 g/L). La abundancia de bacterias aerobias formadores de endospora (BAFE) se estableció al someter las diluciones a 80 °C durante 20 min y posterior siembra para el recuento de colonias en medio tripticasa de soya (TSA: peptona de caseína 15 g, peptona de harina de soya 5 g, NaCl 5 g y agar-agar 15 g/L). Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente y se realizó el recuento de UFC g-1 a las 48 horas.


  El contenido de Actinobacterias (AB) se determinó mediante siembra de las diluciones en agar almidón caseína (almidón soluble 10 g, K2HPO4 2 g, NaCl 2 g, caseína 1 g, MgSO4 0,05 g, CaCO3 0,02 g, FeSO4.7H2O 0,01 g y agar-agar 15 g/L) y el recuento se hizo después de 12 días de incubación a temperatura ambiente. Finalmente, para realizar el recuento de hongos filamentosos (HF) y levaduras (HL) se inocularon alícuotas de las diluciones en agar papa dextrosa (PDA: infusión de papa 4 g (infusión de 200 g de papas), glucosa 20 g y agar-agar 15 g/L) suplementado con gentamicina (0,05mg/mL) para inhibir el crecimiento de bacterias, el número de UFC g-1 se determinó a los cinco días de incubación a temperatura ambiente.


  Determinación de la abundancia de grupos funcionales


  Se determinó la abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfato y degradadoras de celulosa in vitro. La cuantificación de bacterias solubilizadoras de fosfato inorgánico (BSP) se hizo sembrando alícuotas de las diluciones en agar Pikovskaya (PVK: glucosa 10 g, extracto de levadura 0,5 g, Ca3(PO4)2 5 g, (NH4)2SO4 0,5 g, KCl 0,2 g, MgSO4 0,1 g, MnSO4 0,0001 g, FeSO4 0,0001 g y agar-agar 15 g/L). Después de cinco días de incubación se contaron las colonias positivas que fueron confirmadas como solubilizadoras de fosfato sembrándolas de manera individual en el mismo medio. En estas condiciones los microorganismos con capacidad de solubilizar el fosfato desarrollan un halo transparente alrededor de la colonia producto de esa acción enzimática.


  El recuento de las bacterias celulolíticas (BC) se realizó en agar carboximetilcelulosa (CMC: NaNO3 2 g, K2HPO4 1 g, MgSO4 0,5 g, KCl 0,5 g, sal de CMC 2 g, Peptona 0,2 g y agar-agar 15 g/L). A los cinco días de incubación, los morfotipos obtenidos en los recuentos fueron repicados individualmente en agar nutritivo (AN) para su conservación, posterior a esto a las cajas de los recuentos se les adicionó lugol (KI 1,33%, I 0,66%). El lugol se intercala entre los enlaces de la molécula de celulosa y cuando hay ruptura de estos por acción de las celulasas microbianas se observa un halo traslucido alrededor de la colonia. Las colonias que presentaron halo fueron contadas como UFC g-1 de bacterias celulolíticas. Los aislados repicados en agar nutritivo fueron reinoculados individualmente en agar CMC para verificar y cuantificar esta actividad enzimática.


  Para determinar el grado de actividad metabólica se empleó el índice de actividad indicado en la fórmula (Kumar y Narula, 1999):


  [image: ]


  Las colonias de bacterias celulolíticas, solubilizadoras y de los hongos aislados, fueron sembradas individualmente por duplicado en agar CMC y PVK según correspondiera. Después de 72 horas a temperatura ambiente, se registró el tamaño de la colonia y del halo, en el caso de los hongos el diámetro de la colonia se midió cada 24 horas estandarizándose como la medición de la actividad cuando la colonia presentó 3 cm, momento en que se adicionó lugol y se midió el halo.


  Análisis de datos


  La determinación de las diferencias entre y dentro de cada sitio de acuerdo con las variables ambientales, medidas en campo, se realizaron mediante pruebas de comparación de medias (U de Mann Whitney) en IBM SPSS 20 Software. La abundancia de los grupos microbianos y funcionales fue determinada haciendo tres análisis de cada muestra de suelo, con cinco réplicas de siembra por dilución cada uno, los valores reportados corresponden al valor promedio de los recuentos obtenidos para los dos muestreos.


  RESULTADOS

  Caracterización de los sitios de muestreo


  La vegetación en los sitios muestreados está dominada por Espeletia spp., la distribución y características de estos arbustos varían en cada páramo. La cobertura fue más densa en el de Frontino-Urrao que en Santa Inés donde la altura es menor, con una media de 100 cm (28-177 cm), mientras que en Frontino-Urrao presentaron un promedio de 133 cm (27-235 cm). Además, se observaron diferencias en la vegetación acompañante, en Frontino-Urrao predominaron individuos del género Sphagnum, mientras gran parte del suelo del páramo de Santa Inés está cubierto por pastizales.


  Respecto a las condiciones climáticas evaluadas, temperatura, intensidad lumínica y humedad, el test de medias indicó diferencias entre páramos (p<0,05). En ambos sitios el comportamiento de las mediciones de temperatura e intensidad lumínica en el momento del muestreo indicaron valores superiores en Santa Inés. A nivel rizosférico no hubo variación respecto a la temperatura a la altura de las hojas. En cuanto a la humedad se registraron valores menores en el páramo de Santa Inés (Fig. 1).
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  Características fisicoquímica del suelo


  El suelo en las dos localidades se caracterizó por ser húmedo con textura franca, presentando variaciones en la coloración, siendo más oscura en el páramo de Frontino-Urrao. Los suelos de los dos páramos antioqueños se caracterizaron por ser fuertemente ácidos, el contenido de materia orgánica, nitrógeno y fósforo fue tres o cuatro veces mayor en el páramo de Frontino-Urrao. Los valores de microelementos fueron mayores en esta localidad, destacándose las concentraciones de hierro, azufre, potasio, magnesio y manganeso (Tabla 1).
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  Abundancia de grupos microbianos


  La abundancia de los grupos microbianos cultivables evaluados presentó el mismo patrón en los dos páramos. El grupo de bacilos Gram negativos fue el más abundante, seguido por levaduras, hongos filamentosos, Pseudomonas spp., BAFE y Actinobacterias. El grupo que presentó la mayor variación fue el de BAFE cuya concentración fue 3,8 veces superior en Frontino-Urrao (Fig. 2). La relación hongo:bacteria fue 0,45 en Santa Inés y 0,30 en Frontino-Urrao.
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  La abundancia relativa de los grupos microbianos presentó variaciones entre los páramos (Fig. 3). Los bacilos Gram negativos representaron 12 puntos porcentuales más en Santa Inés que en Frontino-Urrao. Los grupos Pseudomonas spp. y hongos filamentosos fueron menores entre tres y cuatro puntos porcentuales en Santa Inés, mientras que las Actinobacterias fueron 0,3% superiores en Frontino-Urrao. El grupo de las levaduras presentó la misma proporción en ambos páramos. Finalmente, fue notoria la diferencia en la abundancia relativa de BAFE, cinco veces mayor en Frontino-Urrao.
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  Abundancia de los grupos funcionales


  La abundancia de microorganismos con potencial para solubilizar fosfatos y degradar la celulosa fue similar en ambos páramos: 2,51x105 UFC g-1 en Santa Inés y 2,24x105 UFC g-1 en Frontino-Urrao, valores que corresponden al 19,5% y 14,4% del recuento de bacterias heterótrofas totales, respectivamente. Las bacterias celulolíticas registraron recuentos de 1,59x105 UFC g-1 y 1,52x105 UFC g-1 en Santa Inés y Frontino-Urrao, respectivamente; el grupo de bacterias solubilizadoras de fosfatos con 9,23x104 UFC g-1 en Santa Inés y 7,13x104 UFC g-1 en Frontino-Urrao.


  A partir del suelo del páramo de Santa Inés se obtuvieron 58 aislados celulolíticos, 23 bacterianos (12 bacilos Gram positivos y 11 bacilos Gram negativos) y 35 fúngicos (63,6% del total de aislados). En total, 48 aislados del páramo de Frontino-Urrao presentaron actividad celulolítica, 20 bacterianos (11 bacilos Gram positivos y 9 bacilos Gram negativos) y 28 fúngicos (68,3% del total de aislados). Los hongos presentaron índices de hidrólisis bajos, entre 1,1 y 2,2; mientras esta capacidad metabólica en los aislados bacterianos fue superior entre 1,3 y 14,5 (Fig. 4a).
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  En total fueron aislados 13 microorganismos solubilizadores de fosfato del páramo de Santa Inés, 12 bacterianos (11 Gram negativos y 1 Gram positivo) y un fúngico. A partir de la muestra de Frontino-Urrao fueron aislados 12 microorganismos fosfato solubilizadores, 11 bacterianos (todos Gram negativos) y 1 fúngico. El índice de solubilización de los hongos fue de 1,1 y 1,2 mientras la capacidad metabólica de los aislados bacterianos fluctúa entre 1,1 y 2,2 (Fig. 4b).


  DISCUSIÓN


  Se caracterizó a nivel de los ecosistemas paramunos, poco explorados microbiológicamente, las condiciones climáticas, propiedades físicoquímicas del suelo y la abundancia de la comunidad microbiana de grupos específicos y funcionales asociada a la rizósfera de Espeletia sp., en dos páramos ubicados en cordilleras diferentes. Los sitios presentaron características particulares de acuerdo a las variables climáticas y las propiedades fisicoquímicas del suelo. Los suelos de los páramos se caracterizaron por ser fuertemente ácidos, como ya había sido reportado en los páramos alto andinos (Díaz-Granados et al., 2005). En los contenidos de materia orgánica y nitrógeno se presentaron características diferenciales, los registros de suelos de páramos han indicado que los valores altos de materia orgánica se deben a que la descomposición de la hojarasca se ralentiza como consecuencia de las bajas temperaturas (Díaz-Granados et al., 2005). En el páramo de Frontino-Urrao el contenido de materia orgánica fue mayor y fue donde también se reportaron los valores de temperatura más bajos. En este estudio la temperatura a nivel de la rizósfera no presentó diferencias respecto a la temperatura registrada a la altura de las hojas.


  Los phyla Acidobacteria, Proteobacteria y Actinobacteria han sido reportados como los más abundantes en suelo de alta montaña según las técnicas de secuenciación masiva (Chu et al., 2010; Montaña et al., 2011). Las Acidobacterias son un phylum difícil de aislamiento en el laboratorio, por lo que en estudios empleando metodologías dependientes de cultivo es común únicamente el reporte de individuos de los grupos Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria, los cuales, por lo general son de fácil aislamiento en las condiciones de cultivo convencionales. Estos tres phyla también fueron registrados en este estudio (Lyngwi et al., 2013).


  Los bacilos Gram negativos determinados aquí se seleccionaron por su capacidad de crecer en agar EMB, en el cual se desarrollan representantes del phylum Proteobacteria. La abundancia de este phylum ha sido explicada por su diversidad metabólica, fisiológica y su relevante intervención en los ciclos del carbono, nitrógeno y azufre (Spain et al., 2009). En la rizósfera de Espeletia spp. de los dos páramos estudiados, los bacilos Gram negativos fueron el grupo más abundante, con una fracción significativa de representantes del género Pseudomonas, del grupo gamma-Proteobacteria. Estas bacterias se han reportado también en suelos con cultivos agrícolas y se caracterizan por descomponer la materia orgánica, hacer disponible el fósforo y por producir compuestos que promueven el crecimiento de las plantas. Sin embargo, algunas especies se han reportado como fitopatógenas (Kim et al., 2011).


  El grupo microbiano cuya contenido registró diferencias en los páramos estudiados fue el de los BAFE, cuya característica de formar endospora ha sido restringida a miembros del phylum Firmicutes, entre los cuales se destaca el género Bacillus. Este género es el más abundante en suelo, sus especies presentan un crecimiento como saprofitas o como simbiontes, comensales o mutualistas, creciendo en interacción con las raíces. Las investigaciones han reportado que la baja concentración de nutrientes es una de las condiciones que favorecen la esporulación de estas bacterias (Brandes et al., 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que la mayor abundancia de bacterias esporulantes se encuentra en el páramo de Frontino-Urrao, donde se presentaron los mayores valores de materia orgánica. Al respecto, varios autores han indicado que esporas de Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, al ser inoculadas en suelo germinan a su estado vegetativo y la población crece hasta que se presenta una disminución en los nutrientes, momento en que forman endosporas (Ellis, 2004; Earl et al., 2008). De acuerdo con ese reporte es posible indicar que los altos valores de bacterias esporulantes reportadas en Frontino-Urrao se deben a que las células se encontraban creciendo en estado vegetativo y no estaban limitadas por el contenido de nutrientes. Es conocido que especies del género Bacillus pueden promover el crecimiento vegetal disponibilizando nutrientes (fósforo y nitrógeno) y además, al competir por su establecimiento en la rizósfera producen toxinas antibacterianas y antifúngicas que probablemente disminuyen las poblaciones fitopatógenas favoreciendo el desarrollo de las plantas a las que están asociadas (Earl et al., 2008).


  El grupo Actinobacterias también es uno de los phyla más abundantes en suelo y de importancia en la mineralización de la materia orgánica y en la producción de sustancias antimicrobianas. No obstante, en este estudio representaron los menores conteos de los grupos evaluados, probablemente debido a que los miembros de esta comunidad adoptan la estrategia K, creciendo lentamente en especial en suelos muy húmedos como los presentados en los sitios de estudio (Cruz-Martínez et al., 2009).


  La relación hongo-bacteria es una medida indirecta dependiente de la cantidad de nutrientes en el suelo, ya que los altos contenidos de C y N afectan negativamente la biomasa fúngica. En este estudio la relación H:B fue mayor en Santa Inés donde los valores de C y N son bastante menores, hallazgo que corresponde a lo observado por Bardgett y McAlister (1999), quienes determinaron que la relación hongo/bacteria fue mayor en áreas cultivadas con pastos en las que los contenidos de C y N fueron bajos en comparación con aquellos sitios que recibían grandes cantidades de fertilizantes.


  Dentro de los grupos dinamizadores de nutrientes las bacterias solubilizadoras de fosfatos hacen disponible el fósforo para las plantas en forma de ortofosfatos mediante la producción de ácidos o la extrusión de protones (Sharma et al., 2011). Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la abundancia de este grupo funcional fue 1,23 mayor veces en Santa Inés, hecho que puede relacionarse con los valores de fósforo detectados en estos suelos. Al respecto Mander et al., (2012) demostraron que la incidencia de estas poblaciones es mayor en suelos con bajos contenidos de fósforo como sucedió en Santa Inés, mientras que en el páramo de Frontino-Urrao el contenido de fósforo fue mayor y se reportó un menor contenido de bacterias solubilizadoras.


  El suelo paramuno de las dos localidades presentó un alto número de microorganismos con potencial para degradar la celulosa, alrededor del 65% de los aislados fúngicos y cerca del 15% de la abundancia bacteriana produjeron enzimas celulolíticas en los ensayos in vitro. Sin embargo, en el suelo este proceso puede ser afectado negativamente por las bajas temperaturas que predominan en este ecosistema, ya que la temperatura óptima de estas enzimas se encuentra por encima de los 20 #ºC (Otajevwo y Aluyi, 2011).


  Este estudio es el primer reporte cuantificando la microbiota bacteriana y fúngica asociada a las raíces de Espeletia spp., de páramos ubicados en la cordillera Central y Occidental de Colombia. Los recuentos bacterianos y fúngicos registrados aquí indican que existe un potencial microbiano con capacidad de dinamizar los contenidos de materia orgánica y fósforo en estos suelos. Participando en esos procesos, la microbiota contribuye al mantenimiento de la estructura del suelo y de la diversidad vegetal de estos ecosistemas de importante conservación debido al servicio ecosistémico que prestan como reservorios de agua para las poblaciones humanas. Estudios más profundos a nivel de la función de estos aislados microbianos son relevantes para la restauración de estos suelos ya degradados por la ganadería, la agricultura o la minería.


  Los resultados obtenidos en esta investigación son un gran aporte al conocimiento de la microbiota de los suelos de los páramos y hace referencia a la fracción cultivable de grupos microbianos específicos, en un futuro es importante ampliar el estudio con metodologías independientes de cultivo que permitan establecer la diversidad microbiana total en estos ambientes poco explorados y de relevancia ecosistémica.


  CONCLUSIONES


  Las comunidades microbianas presentaron abundancias relativas similares en los dos páramos estudiados, a pesar de las diferencias en las condiciones climáticas. La única variación se presentó en la proporción de BAFE cuyo contenido fue mayor en el páramo de Frontino-Urrao, lo que probablemente este explicado por el alto contenido de materia orgánica, nitrógeno y fósforo, respecto a las concentraciones observadas en Santa Inés. En general se encontraron representantes de los phyla Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. Se estableció la presencia de microbiota fúngica y bacteriana con capacidad de degradar materia orgánica (celulosa) y hacer disponible el fósforo a partir de fosfato inorgánico, funciones que deben contribuir mediante el reciclaje de nutrientes a la fertilidad del suelo y mantenimiento de la cobertura vegetal.
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  ABSTRACT


  Gulupa, Passiflora edulis Sims (Passifloraceae), is an important fruit due to its organoleptic and nutritional characteristics and its demand in the international market; however, very few studies have been conducted for studying its Ecophysiology. Until now, this crop has spread throughout the country through empirical knowledge without data that indicate the zones that are more suitable for its cultivation. For this reason, gas exchange, chlorophyll fluorescence (photosystem II operating efficiency and maximum quantum efficiency of photosystem II photochemistry) and leaf water potential were measured in three different locations of Cundinamarca department (Chia [2610 m a.s.l., 14 °C], Granada [2230 m a.s.l., 15 °C] and Tena [2090 m a.s.l., 17 °C]), whose climatic conditions were monitored with meteorological stations to evaluate the physiologic performance in each location related to the environmental factors. The results indicate that, even though the photosynthetic capacity was similar and high in Granada and Tena, the water status of the plant, the stomatal control of water loss and recovery of photosystems during the night were more efficient in Granada (p < 0.05). In Tena, the small differences between day and night temperature, humidity, and vapor pressure deficit (VPD) would limited the night water recovery in the plants. Meanwhile, in Chia, the increase of VPD during the day and the low temperatures would decreased the water potential both during the day and during the night, as well as the recovery of photosystem II. Therefore, in conclusion the climatic conditions similar to Granada, which are 18/13 °C day/night, a VPD close to 0.5 KPa, and radiation that did not exceed 1000 μmol photons/m2s favored the good physiological performance of gulupa.


  Keywords: chlorophyll fluorescence, crop, horticulture, passion fruit, photosynthesis, plant physiology, water.


  RESUMEN


  La gulupa, Passiflora edulis Sims (Passifloraceae) es un frutal importante debido a sus características organolépticas, nutricionales y su demanda en el mercado internacional; sin embargo, existen muy pocos estudios relacionados con su ecofisiología. Hasta el momento, el cultivo se ha extendido a través del país por medio de conocimiento empírico sin tener datos que sustenten las zonas más apropiadas para su cultivo. Por esta razón, en el presente estudio se midió el intercambio de gases, la fluorescencia de la clorofila (factor de eficiencia del fotosistema II y eficiencia cuántica fotoquímica máxima del fotosistema II) y el potencial hídrico foliar en tres localidades diferentes del departamento de Cundinamarca (Chía [2610 m s.n.m., 14 °C], Granada [2230 m s.n.m., 15 °C] y Tena [2090 m s.n.m., 17 °C]), cuyas condiciones climáticas fueron monitoreadas con estaciones meteorológicas para evaluar el desempeño fisiológico en cada localidad y relacionarlo con los factores ambientales. Los resultados indican que aunque la capacidad fotosintética fue alta y similar en Granada y Tena, el estado hídrico de la planta, el control estomático de la pérdida de agua y la recuperación de los fotosistemas durante la noche fueron más eficientes en Granada (p < 0,05). En Tena, la estrecha diferencia entre los valores día/noche de temperatura, humedad y déficit de presión de vapor (DPV) limitarían la recuperación hídrica de la planta, mientras que en Chía el aumento de DPV en el día, y las bajas temperaturas disminuirían el potencial hídrico, tanto durante el día como durante la noche, así como la recuperación del fotosistema II. Por tanto, en conclusión, condiciones climáticas cercanas a las de Granada; 18/13 °C día/noche, DPV de 0,5 KPa, y una radiación que no exceda los 1000 μmol fotones/ m2s favorecen el buen desempeño de la planta.


  Palabras clave: agua, cultivo, fisiología vegetal, fluorescencia de la clorofila, fotosíntesis, fruto de la pasión, horticultura.

  


  INTRODUCTION


  Plant ecophysiology is the study of the behavior of plants in particular habitats which allow the understanding of physiological performance in the field (Lüttge and Scarano, 2004). This facilitates the determination of conditions that are helpful for the development of a crop (Solarte et al., 2010), providing decision-making tools for crop management and sowing sites (Higgins et al., 1992) because the genetic potential of the individual will only be reached if the environmental conditions are close to optimal (Rabbinge et al., 1985).


  Plant ecophysiology analyze variables such as photosynthetic rate, that provide the driving force for the metabolism of sink organs (Foyer, 1987) and at the same time, are linked to the transpiration rate or water loss through the stomata. Stomata are multisensorial structures that sense environmental and physiological factors (Zeiger et al,. 1987) for determining water use efficiency, which is reflected in the water status of the plant which can be measured through the water potential. The stomatal control and water status of plants change in accordance with the climatic conditions so they vary throughout the day (Pandey et al., 2003) and throughout the phenological cycle of plants (Thomas and Winner, 2002; Kenzo et al., 2006).


  The use of light by the photosynthetic apparatus is measured through chlorophyll fluorescence, allowing for the understanding of processes such as the photoinhibition caused by excess radiation that affects photosystems, causing chronic or dynamic damage (Aro et al., 1993). The evaluation of the response of horticultural crops to environmental factors such as temperature, water availability, light and carbon dioxide concentration is useful for determining the effect of suboptimal environmental conditions and for managing the crops for maximum productivity (Schaffer and Andersen, 1994).


  Changes in environmental factors are more evident in field conditions where the plants can be subjected to minimal and inevitable stresses to which they must respond. Therefore, studies under uncontrolled conditions are necessary for understanding events such as the reproductive phase in plants at the agronomic level.


  Gulupa, Passiflora edulis Sims, is among the fruit crops of high importance in Colombia due to the fact that it is highly sought after in the international market due to its organoleptic and physical properties, making up one of the primary export lines for fruit in Colombia (Pinzón et al., 2007). Ecophysiological studies on passiflora are scarce although the importance of the studies have been recognized (Ocampo, 2013); most of the knowledge of the crop comes from empirical observations of crops sown in different zones. Although Jiménez-Neira (2006) and Jiménez et al., (2009) report its growth between 15-20 °C and at an altitudinal range from 1400 to 2200 m a.s.l., the most suitable conditions within these ranges are unknown. Despite the fact that studies on topics such as phytopatology and postharvest physiology have increased, ecophysiological studies are scarce and most of them have been conducted under controlled conditions with passiflora hybrids. Only two photosynthetic rates have been registered in seedling phase (Turner et al,. 1996, Cruz-Aguilar, 2012) and two in adult Passiflora spp. hybrid plants with an ornamental use (Abreu et al., 2014) and in different varieties of passion fruit (Passiflora edulis fv. flavicarpa) in the reproductive phase (Gama et al., 2013).


  For this reason, the present study aimed to describe and analyze the ecophysiological performance of gulupa in the reproductive phase under three environmental conditions in the field in order to produce tools that elucidate the conditions that result in better performance in the crop as linked to good agricultural practices, which will be reflected in fruit quality and yield. It is expected that climatic conditions such as high humidity and a low water deficit pressure result in a more efficient water use and a better water status in the plants, while the quantity of light of each location directly influence the photosynthetic rate.


  MATERIAL AND METHODS

  Study site


  Experimental plots were sown with 100 gulupa plants at a distance of 6x3 m, in three different locations in the Department of Cundinamarca: Chia, located at 2610 m a.s.l., with an average temperature of 14 °C (04° 50.952' N 74° 04.343' W); Granada, located at 2230 m a.s.l. with an average temperature of 15 °C (4°30.150'N 74° 21.532'W); and Tena, located at 2090 m a.s.l. with an average temperature of 17 °C (4° 41.234' N 74° 21.592'W).


  A simple trellis system with double wires was used. The plants were managed with formation and maintenance pruning and were fertilized monthly in accordance with edaphic analysis. Irrigation was carried out at field capacity in periods of low precipitation in order to ensure water availability in the soil.


  Meteorological stations were installed in each of the plots (Coltein Ltda, Bogotá, Colombia) with data loggers (Coltein Ltda, Bogotá and Hobo U12-006, Onset Computer Corporation, Bourne, Massachusetts, USA) that monitored the relative humidity (%) and temperature (THR-102sensors, USA), and photosynthetically active radiation (PAR; LI 190 Bsensors, LI-COR Inc. Lincoln, Nebraska, USA) every fifteen minutes. The vapor pressure deficit was determined by the method developed by Allen et al., (2006).


  Ecophysiological variables


  The ecophysiological samplings were taken in the reproductive phase; in the flowering stage (flowering peak) and during fructification (fructification peak) in each of the locations during 2011. The measurements were taken in 1021 months-old plants, in completely healthy and developed young leaves in tertiary branches directed towards the two wires of the trellis system. The ambient carbon dioxide (Ca) and the internal carbon dioxide (Ci), the transpiration rate (E) and the stomatal conductance (gs) were measured with an IRGA gas analyzer (ADC LCPro+, Bioscientific Ltd, Hoddesdon, UK). The Ci/Ca index was determined to evaluate the photosynthesis stomatal limitations and the extrinsic water use efficiency was determined as photosynthetic rate/transpiration rate. The leaf water potential (Ψ) was measured with a Schöllander pump, model 1000 (PMS Instruments Co, Albany, Oregon, USA). The photosystem II operating efficiency of (ɸPSII), which estimates the efficiency at which light is absorbed by PSII and is used by the first acceptor of electrons (plastoquinone A) (Baker, 2008), was measured with a modulated fluorometer (FMS2, Hansatech, King's Lynn, UK). In order to analyze the results related to the photosynthesis variables, the photon flow density (PPFD) was measured with the PAR sensors adjusted to IRGA gas analyzer and with modulated fluorometer, allowing registering the instantaneous incident radiation in the measuring moment.


  All of the above measurements were taken in ranges of two hours, between 7:00 and 18:00 for two days in the two stages of the reproductive phase. The water potential and maximum quantum efficiency of photosystem II photochemistry (Fv/Fm) were measured at 4:00. The fluorescence measurements were taken in 20 plants and, in each one, 40 leaves were measured (20 leaves in each tertiary branch exposed on the trellis wire) and the water potential and gas exchange measurements were taken in ten plants, six leaves of each plant (three leaves in each tertiary branch exposed on the trellis wire).


  At the same time, HH2 soil moisture meters were installed (Delta T Devices Ltd, Cambridge, UK) in three different places in the plots of each location to measure the soil moisture content.


  Photosynthetic light curves


  The photosynthetic response light curves (A/PPFD) were done between 7:30 and 12:00 in three plants in each location, controlling the temperature at 25 °C and the CO2 at 380 ppm. The plants were subjected to radiations of 1200, 1000, 800, 600, 400, 300, 200, 100, 50 and 0 μmol photons/m2s consecutively and the leaves in each radiation level were left to stabilize for a minimum of three minutes. The curves were adjusted by regression to a rectangular hyperbolic model (Mielke et al., 2005; Solarte et al., 2010) of the equation:


  [image: ]


  Where A is the photosynthetic rate, Amax the maximum photosynthetic rate, PPFD the photosynthetically active radiation, and k is half of the photosynthesis saturation radiation. The light compensation point, Ic, was determined by solving the equation for zero. The quantum efficiency, фPPFD, was determined from the slope of the initial lineal portion of the A/PPFD curve (Bauerle et al., 2006).


  Statistical analysis


  Lilliefors test was used to test the suppositions of normality. Due to the absence of normality of the data, the non-parametric tests of Kruskal-Wallis and Friedman were applied, using hour-location as factor. The differences were considered significant if the probabilities were less than 0.05. The area under the curve was determined to find the total fixed CO2 and the total water loss through the foliar surface during the sampling days by using the disease progress curve method (AUDPC). All of the tests were carried out with the RStudio software (2012) with the R MESS (Ekstrom, 2013), MASS and Pgirmess packages (Venables and Ripley, 2002).


  RESULTS

  Climatic conditions


  As can be seen in Figure 1, photosynthetically active radiation in Granada and Tena registered a tendency to increase in the morning hours and decrease at midday. Meanwhile, in Chia, the hours of higher radiation were registered at midday. The radiation in Granada was the highest, without exceeding 900 μmol/m2s on average, followed by Chia where the hours of high radiation reached an average of 800 μmol/m2s. In Tena, the radiation in the morning hours reached an average of 700 μmol/m2s and decreased in the afternoon to values close to 500 μmol/m2s which is favored by breaks provided by mist at some hours of the day, which considerably decreased the radiation. As can be seen in Figure 1b, the temperature in the day was similar from morning until afternoon in Granada and Tena (18 °C) but during the night the temperature decreased more in Granada, with a bigger difference between the day and the night (15 °C and 13 °C in Tena and Granada night respectively). By contrast, Chia presented lower temperatures for both the day (13 °C) and the night (11 °C). As can be seen in Figure 1c, the relative humidity presented a higher fluctuation between day and night in Chia, decreasing considerably during the day to values near 65 %, while the night saw values of 95 %. Granada registered values similar to those of Chia in the night but, during the day, these values did not go below 80 %; meanwhile, Tena registered small differences between the day and the night, remaining close to 85 % throughout the 24 hours of the day. Figure 1d shows that in Chia, there was a daily increase in VPD close to 0.9 KPa, related to the decrease in relative humidity but at night the VPD decrease below the other two locations. Granada presented a lower VPD during the day (0.6 KPa) while Tena registered a higher VPD during the night (0.5 KPa) and most part of the day (0.7 KPa).
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  The soil moisture content did not vary considerably throughout the day in the three locations during the sampling days. In Tena, an edaphic moisture content of between 0.42 and 0.48 m3/m3 was registered. The soil of Chia and Granada registered similar moisture content between 0.19 and 0.28 m3/m3.


  Ecophysiological variables


  Flowering stage


  The photosynthetic rate (Fig. 2d) during the day was significantly higher in Tena than in Granada and Chia (χ2=5.33; p<0.01). The trend of the incident radiation (Fig. 2a) was similar to the photosynthesis trend in Tena and Chia while, in Granada, a decrease in the photosynthetic rate was registered in the hours of high radiation (close to 1400 μmol/m2s), which was linked to a decrease in stomatal conductance (Fig.2d) as well as for Ci/Ca (Fig. 2c), and a significant increase in the transpiration rate above of Tena and Chia locations was also registered, which generated a decrease in the extrinsic water use efficiency that was not significant. The total CO2 gain during the sampling days was 37.0 μmol CO2/m2s in Tena, 29.8 μmol CO2/m2s in Granada and 26.0 μmol CO2/m2s in Chia.
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  The transpiration rate did not show significant differences in Granada and Tena and was significantly lower in Chia (χ2=9.00; p=0.011), which was reflected in the water loss during the two days that was 7.2 mmol H2O/m2s in Chia, 10.42 mmol H2O/m2s in Granada and 10.82 mmol H2O/ m2s in Tena; the radiation behavior was similar to the transpiration trend in the three locations (Fig. 2a and 2b). Although there were no significant differences (χ2=3.00; p=0.22), the water use efficiency was lower in Granada in the first hours of the day, followed by Tena and Chia (Fig. 2f). For its part, the decrease in photosynthesis in the midday hours in Chia, similar to what occurred in Granada, was connected to a significant decrease in stomatal conductance (χ2=21.97; p<0.01) (Fig. 2e) and Ci/Ca (χ2=3.00; p=0.22) (Fig. 2c).


  Figure 3b demonstrates a significant decrease of PSII operating efficiency in the plants of Tena (χ2=7.00; p=0.030) in high radiation hours of day, as compared to Granada and Chia, despite the fact that the PAR registered in Tena in the measurement points was similar to that of Granada (Fig. 3a). For its part, the maximum quantum efficiency of photochemistry (Fig. 3c) registered optimal values in Granada, while the plants grown in Chia and Tena had significantly lower values (χ2=71.70; p<0.01).
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  The leaf water potential during the day can be seen in Figure 3e, which was significantly higher in the plants of Granada (χ2=9.47; p=0.008), where the lowest value was seen in the hours of the highest transpiration, which did not go under -0.8 MPa; followed by the plants sown in Tena and Chia, which did not present significant differences, registering values under -1.0 MPa between 11:00 and 15:00. The decrease in stomatal conductance and the increase in transpiration in the first few hours (Figs. 2e and 2b) were corresponded with a decrease in leaf water potential in Granada. The leaf water potential before morning (Fig. 3d) recovered in Chia, remained high in Granada, and remained low in Tena, with values close to -0.5 MPa (χ2=81.14; p>0.01).


  The parameters found using the A/PPFD curve (Table 1) in the flowering stage indicated a higher photosynthetic capacity in Tena at a radiation near 420 μmol/m2s, a lower light compensation point and higher quantum efficiency, followed by Granada and Chia with similar values between them but with a high photosynthetic capacity in Granada.
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  Fructification stage


  The photosynthetic rate was significantly lower in Tena (χ2=7.60; p<0.01), which was related to the low photosynthetically active radiation registered during the sampling days as seen in Figure 4a; only in the first range of the day where the PPFD was close to 500 μmol/m2s did photosynthesis increased. The photosynthetic rate was similar in Granada and Chia and remained constant with a decrease in the midday hours (Fig. 4d). The total fixed CO2was 26.6 μmol/m2s in Chia, 24.8 μmol/m2s in Granada and 17.7 μmol/m2s in Tena.
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  Figure 4d demonstrates that the low photosynthesis in Tena was related to the low transpiration (Fig. 4b) along with a very low stomatal conductance (Fig. 4e). This generated a significantly higher water use efficiency in Tena (χ2=6.33; p=0.044) (Fig. 4f). The decrease of gs was not reflected in the decrease in Ci/Ca in Tena, which was similar in Granada and Chia (Fig. 4c). The transpiration rate and stomatal conductance were similar in Granada and Chia.


  Figure 5a shows that, despite the fact that there was higher radiation in Granada, the PSII operating efficiency (Fig. 5b) was similar to that of Tena. At the same time, despite the fact that the radiation in Chia in the morning hours was lower than in Granada, the PSII operating efficiency was similar and for the next hours was significantly lower (χ2=6.33; p=0.042). For its part, Fv/Fm registered optimal values in Granada and Tena, however, in Chia, the values had significant differences (χ2=144.76; p<0.001) and indicated possible stress in the plants (Fig. 5c).
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  Figure 5e evidences a leaf water potential that was significantly lower during the day in plants grown in Chia (χ2=61.50; p=0.0065) than the plants grown in Granada and Tena. The slight changes in stomatal conductance were related to changes in the water potential, which were more evident in Granada. A high water recovery could be seen in Figure 5d for Granada (χ2=81.14; p<0.001), while the plants grown in Chia and Tena registered lower values and, therefore, a lower water recovery by the roots.


  The parameters found by the A/PPFD curve for the fructification stage can be seen in Table 1. The maximum photosynthetic rate was higher in Granada, followed by Tena and lower in Chia. Nevertheless, the saturation radiation was considerably higher in Granada and much higher than in the flowering stage, while in Chia and Tena it was low and similar. The light compensation point was higher in Granada, followed by Chia and Tena, while the quantum efficiency was high in Tena but low and similar in Chia and Granada.


  DISCUSSION


  The higher photosynthetic rate values registered during the day were similar to those shown for passion fruit varieties FB2000 and Gigante Amarelo, but lower than other varieties (Gama et al., 2013). In the three locations, the environmental conditions during the morning favored an increase in the WUEe due to the fact that there are suitable radiation for an increase in photosynthesis while the VPD, temperature, and humidity conditions do not hazard an excessive loss of water by the leaf surface (Bucci et al., 2003; Zweifel et al., 2007; Mengistut et al., 2011). This has also been observed in plants in temperate (Bassow and Bazzas, 1998), Mediterranean (Chaumont et al., 1994; Gatti and Rossi, 2010) and tropical Savanna zones (Eamus et al., 1999).


  In the flowering stage in Granada, the instantaneous decrease in photosynthesis was connected to the an increase in radiation to over 1000 μmol/m2s (Fig. 2a), which brought about an increase in leaf temperature and a decrease in stomatal conductance, which have also been observed in Actidinia deliciosa (kiwi), another climbing fruit (Buwalda et al.,1992). Nevertheless, if the average radiation of Granada (Fig. 1a) is compared with the maximum value of the day during the sampling, over 1000 μmol/m2s, it can be observed that it corresponds with values over the average and, therefore, would not be a recurring phenomenon in this location.


  Although the water use efficiency was low in the reproductive phase in Granada, connected to a considerable transpiration rate, this did not induce a lower leaf water potential in the plants, indicating an effective water recovery that must be supported by a high water conductance (Hubbard et al., 2001). This agrees with the fact that, in Granada, there are higher radiation, clear skies, and the soil is not water saturated (as was seen by the water soil content), which favor water uptake by the roots and its transport by the xylem due to the fact that it generates a high stomatal sensitivity to environmental changes (Rocha et al., 2004). Cavatte et al., (2012) reported that a low moisture content in the soil and high radiation in the day increase the nocturnal ability for hydration. When comparing the transpiration rate, the stomatal conductance and the water potential, a finer stomatal control was observed for Granada, evidenced by the fact that a slight decrease in stomatal conductance, caused a decrease in the transpiration that was clearly reflected in an increase in the water potential, which although also was observed in Chia, was less evident. The above facts reflected the fact that the best water status was found in the reproductive phase of the plants grown in Granada.


  Despite the fact that clear skies are also found in Chia, VPD values that were close to 1.0 KPa (Fig. 1d) did not favor an adequate water recovery because they could generate cavitation in the xylem (Schultz and Matthews, 1997), which is evidenced in the water potential values during the day and the night, despite registering low transpiration rates. The low water potential values before morning that were registered in plants grown in Chia in the fruiting stage, could result from a low temperature during the night that decrease the permeability of the roots and its water conductivity (Matzner and Comstock, 2001; Norisada et al., 2005); these values were close to those reported for grapevines (Vitis vinifera) under water deficit conditions (Tay et al., 2007).


  With respect to the chlorophyll fluorescence, the фPSII indicated a more efficient use of the light by the plants grown in Granada because a high incident radiation registered a low decrease of the efficiency factor of photosystem II. In the same manner, Fv/Fm was high in the flowering stage (in Tena only in fruiting stage), as in fructification, and its values indicated an optimal state of photosystem II (Maxwell and Johnson, 2000), which is supported by the climatic conditions of Granada, which include a low VPD both in the day and in the night, an average temperature of 18 °C in the day and 13 °C at night, and a considerable increase in relative humidity that does not decrease considerably in the day. This indicates a high recovery capacity and light use by photosystem II in Granada, which is connected to a high efficiency in the conversion of light intercepted to the biomass, resulting from a high recuperation by photoprotection (Long et al., 2006). Despite the low radiation in Tena, the Fv/Fm was not higher than in Granada and Chia, locations with higher radiation, indicating that other factors, such as the differences between the VPD, temperature and humidity for the day and for the night, which were small in Tena, are important for maintaining the capacity of photosystem II.


  The photosynthetic rates in Tena are principally limited by the low average radiation (Fig. 1a) because the environmental conditions that presented during the sampling in the flowering stage and the first range measured in the fructification stage indicate that, with an increase of radiation to over 500 μmol/m2s, photosynthesis increases. At the same time, the mist, besides limiting the available radiation, moistened the surfaces of the leaves, decreasing the diffusion of CO2 to the interior of the leaves (Nobel, 1999; Guy-Letts and Mulligan, 2005). In addition, when radiation decreases considerably, as registered for the fructification stage sampling, the stomatal conductance remains very low, although the Ci/Ca data indicated that there were no stomatal limitations in Tena. Despite the fact that the VPD in Tena was not critical during the day, it increases to 0.7 KPa, which would favor an occasional high decrease in the water potential during the day with respect to Granada. In the flowering stage in Tena the Ψ maintained in the night time hours possibly due to a low difference in humidity, temperature, and VPD between the day and night, which would also be important for water recuperation. Additionally, the changing radiation conditions during the day, connected to the breaks provided by mist, caused instantaneous changes in other variables, such as temperature and humidity, to which the plants could not immediately respond because they need time to recover CO2 uptake when radiation decreases (Long et al., 2006).


  In regards to the photosynthetic light curves, in general, with the exception of the PPFDsat in Granada in the fructification stage, the low need for radiation in gulupa was evidenced, which is related to the behavior of subtropical plants in which light is not limiting due to the fact that the stomatal opening is maximum at a relatively low PPFD (Machado et al., 2005; Ribeiro et al., 2005), as verified with the daily tendencies of the three locations where, at low radiation, the photosynthesis increased to up to 7.0 μmol/ m2s in the first hours of the day. Nevertheless, the optimal conditions that are supplied to the leaf when measuring A/ PFFD curves, makes the difference between the results of daily curves (not environmentally controlled) and environmental controlled A/PPFD. For this reason, the Amax is higher than the maximum value of photosynthesis registered in the daily curve at similar or higher radiations.


  The A/PPFD curves indicated that Tena has a high photosynthetic capacity, which was more evident in the flowering stage and indicated that the conditions are not stressful for the gulupa found there, but, better yet, are limiting for the increase of photosynthesis in environmental conditions. The results in the flowering stage are related to the fact that a high night temperature increases Amax because it increases the strength of the carbohydrate sinks due to the increase in respiration in darkness that reduces the concentration of carbohydrates in the leaves (Turnbull et al., 2002). In the reproductive phase, in general, the high efficiency in the use of photons and the lower light compensation point registered in Tena are related to the low radiation of the location as seen in undergrowth plants adapted to low quantities of light (Kitao et al., 2000). The photosynthetic capacity was lower in Chia in the two evaluated stages, a product of the low temperatures because in general, tropical species are vulnerable to temperature decreases (Crawford, 1989). Niyogi (1999) and Ribeiro et al., (2005) reported that nighttime cooling decreased the maximum photosynthetic rate, probably due to decrease in the rate of chemical reactions that are part of the photosynthetic system. For its part, although the photosynthetic capacity increased in Granada in the fructification stage, the increase in the saturated radiation was considerable, which verified the plasticity of the plants to changing conditions in the long term because the data measured with the meteorological stations indicated that, during the months previous to the sampling, the radiation increased in Granada (data not shown).The results for the fructification stage were related to high radiation in Granada, which generated a higher saturated radiation as evidenced in Kiwi, A. deliciosa (Laing, 1985; Greer and Halligan, 2001).


  Therefore, despite the fact that the photosynthetic capacity is suitable in Tena, as in Granada, in Tena, the specific limitations of the low radiation and the differences between the climatic variables, such as RH, temperature, and VPD, between day and night did not allow for the recovery of the water potential during the night, affecting the good physiological performance of the plants.


  CONCLUSIONS


  The conditions in Granada were more suitable for the development of gulupa, indicating that a low VPD (close to 0.5 KPa), high relative humidity, and average temperature of 18 °C favored the good ecophysiological performance of gulupa. The differences for humidity, temperature, and VPD between the day and night were important for the recovery of the leaf water status and the photosystems, but must be connected to a low VPD during the day. In Tena, although the low radiation was limiting, the photosynthetic capacity was suitable, indicating that the low water potential during the night has no effect. Nevertheless, the small differences between the day and night for the vapor pressure deficit impeded the recovery of the water status at night. For their part, the low temperatures in Chia and the increase in the VPD in the day did not favor the water status of the plants, generating mechanisms that favor the conservation of water and impede the adequate recovery of photosystem II during the night.
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  RESUMEN


  El género Prorocentrum Ehrenberg, incluye 81 especies, 21 son consideradas formadoras de florecimientos algales nocivos, de las cuales aproximadamente nueve especies producen toxinas. Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo consistió en determinar la distribución y abundancia de las especies del género Prorocentrum durante un ciclo anual, en dos estaciones de muestreo ubicadas dentro del ámbito de las granjas atuneras y en una estación fuera de la influencia de las granjas en la Bahía de La Paz, Golfo de California. Las muestras de agua se recolectaron mensualmente (junio 2006-mayo 2007) con una botella van Dorn en diferentes niveles de profundidad. En San Juan de La Costa (SC) se recolectaron en superficie 25 y 50 m, en Rancheros del Mar (RM) en superficie, 15, y 30 m, y en El Mogote (M) solo en superficie. A lo largo del ciclo anual, en las granjas atuneras en la Bahía de La Paz, se registraron 12 especies: P. compressum, P. dactylus, P. emarginatum, P. gracile, P. lima, P. micans, P. minimum, P. rhathymum, P. rostratum, P. shikokuense, P. triestinum y P. vaginula, de las cuales, ocho son formadoras de florecimientos algales. El estudio de los florecimientos de Prorocentrum se ha vuelto importante ya que estos han sido relacionados por su impacto nocivo en los ecosistemas.


  Palabras clave: Dinoflagelados, fitoplancton, florecimientos algales, Golfo de California, granjas atuneras, Prorocentrum.


  ABSTRACT


  The genus Prorocentrum Ehrenberg includes 81 marine species, of which 21 are considered causative agents of harmful algal blooms, and approximately 9 species produce toxins. The objectives of this study were to determine distribution and abundance of Prorocentrum species during an annual cycle at two sampling sites within tuna farms near San Juan de La Costa (SC), Rancheros del Mar (RM) and at a station without the influence of these farms located off El Mogote (M), in the Bahia de la Paz, Gulf of California. Samples were taken monthly (June 2006-May 2007) at different depths at SC (0.25 and 50 m), at the RM (0.15 and 30 m) and at El Mogote (0 m) with a van Dorn bottle. The results showed a total of twelve species in the annual cycle: P. compressum, P. dactylus, P. emarginatum, P. gracile, P. lima, P. micans, P. minimum, P. rhathymum, P. rostratum, P. shikokuense, P. triestinum and P. vaginula, of which the first eight form blooms. The study of Prorocentrum blooms became important because they have been linked to widespread harmful ecosystem impacts.


  Keywords: Algal blooms, dinoflagellates, Gulf of California, Prorocentrum, phytoplankton, tuna farms.

  


  INTRODUCCIÓN


  El género Prorocentrum Ehrenberg, incluye 81 especies marinas tanto planctónicas como bentónicas (Hoppenrath et al., 2009; Guiry y Guiry, 2014), 21 especies se han reportado para el Pacífico Mexicano (Okolodkov y Gárate-Lizárraga, 2006) y 16 especies en la Bahía de la Paz (Nienhuis, 1979; Gárate-Lizárraga y Martínez-López, 1997; Gárate-Lizárraga et al., 2001; Gárate-Lizárraga et al., 2009; Gárate-Lizárraga et al., 2012). Son organismos unicelulares de forma ovalada, redonda o piriforme, la pared celular está formada por dos valvas. La valva izquierda es plana, mientras que la derecha tiene forma de "V". Cada valva está formada por una sola placa sencilla; sin embargo, en el extremo anterior, la región donde emergen los flagelos, esta posee un conjunto de plaquitas (de cinco hasta 14), que pueden separarse totalmente o estar unidas entre sí formando una malla llamada "placa de los poros" en la que se aprecian los dos poros flagelares. Un flagelo es alargado longitudinalmente y el otro es helicoidal. Los principales caracteres morfológicos para identificar a las especies son: la forma de la células, el tamaño (ancho y largo de la célula), la posición de las espinas apicales, la forma de la teca derecha, el arreglo de los poros en la superficie de la teca, el número y el arreglo de la placas periflagelares (Dodge, 1982; Balech, 1988; Fensome et al., 1993; Faust et al., 1999; Steidinger y Tangen, 1996; Faust y Gulledge, 2002).


  A nivel mundial se han registrado 21 especies del género Prorocentrum que son consideradas formadoras de florecimientos algales nocivos (FAN) como P. compressum, P. gracile, P. triestinum, entre otras (Faust et al., 1999; Gómez, 2005), de las cuales aproximadamente nueve especies producen toxinas como P. lima, P. minimum, P. shikokuense entre otras; estas especies representan riesgos para la salud de organismos acuáticos y del hombre, y tienen consecuencias negativas para la economía local (Steidinger y Tangen, 1996; Faust y Gulledge, 2002; Hoppenrath et al., 2013). Considerando la importancia de las especies de Prorocentrum, esta investigación presenta la distribución y abundancia de las especies de este género durante un ciclo anual, en dos estaciones de muestreo ubicadas dentro del ámbito de las granjas atuneras y en una estación fuera de la influencia de las granjas en la Bahía de La Paz, B.C.S., en el noroeste de México.


  MATERIAL Y MÉTODOS


  La Bahía de La Paz está localizada aproximadamente a 180 km de la boca del Golfo de California, entre los 24#º6' y 24#º48' N y los 110#º12' a 110#º48' W, en la costa sur oriental de la Península de Baja California. Se realizaron muestreos mensuales durante un periodo comprendido entre junio 2006 y mayo del 2007 en tres sitios (Fig. 1). La estación San Juan de la Costa (E1) se localizó en el área adyacente al encierro. La estación Rancheros del Mar estuvo localizada a una distancia de 500 m del encierro, adyacente a la Isla Gaviota (E2). La estación E3 (El Mogote) está alejada de dichas granjas.
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  En la estación E1 las muestras se recolectaron en superficie, 25 y 50 m de profundidad, en la E2 fue en superficie, 15 y 30 m. En la E3 por lo somero de la zona solo a nivel superficie. En cada estación se recolectaron 250 mL de agua con una botella van Dorn para determinar la abundancia se colocaron en frascos y se fijaron con acetato-lugol.


  Para la cuantificación de las especies de Prorocentrum, las muestras se homogenizaron y se tomaron alícuotas de 25 mL, las cuales se depositaron en cámaras de Utermöhl, para su revisión en un microscopio invertido Olympus CK2. La identificación de las especies se hizo consultando claves taxonómicas especializadas (Cupp, 1938; Osorio-Tafall, 1942; Prescott, 1970; Balech, 1988; Licea et al., 1995; Faust et al., 1999 y Faust y Gulledge, 2002).


  RESULTADOS


  A lo largo del ciclo anual, en las granjas atuneras en la Bahía de La Paz, se registraron 12 especies: Prorocentrum compressum, P. dactylus, P. emarginatum, P. gracile, P. lima, P. micans, P. minimum, P. rhathymum, P. rostratum, P. shikokuense, P. triestinum y P. vaginula, de las cuales, ocho son formadoras de florecimientos algales y cinco de ellas son productoras de toxinas.


  Descripción taxonómica de las especies de Prorocentrum:


  Prorocentrum compressum (Bailey, 1850) Abé ex Dodge (1975).

  Figs. 2 A y B.
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  Abé ex Dodge (1975): lam. 4E, F., Figs. 2F, 4H, I.

  Basinómio: Euxuviaella compressa (Bailey) Ostenfeld 1899.

  Sinónimos: Euxuviaella oblonga Schiller 1928.

  Prorocentrum bidens Schiller 1928.

  P. lebouriae Schiller 1928.

  E. lenticulata Matzenauer 1933.

  E. elongata Rampi 1951.

  Descripción: La célula es de forma elíptica, más o menos ancha en vista valvar, poco comprimida en vista lateral. Parte anterior con una pequeña depresión, sin espinas. Paredes generalmente de espesor medio. Presenta un poro pequeño; a veces se proyectan un par de denticulaciones pequeñas que pueden ser asimétricas. Los poroides son pequeños, superficiales y densos.

  Tamaño: largo de 30-45 µm (40,22±11,9 µm) y ancho de 26-42 μm (41,7±8,87 µm), n= 28; estas medidas se encuentran dentro del intervalo reportado por Licea et al. (1995): largo de 24-57 µm y ancho de 21-47 μm; Muciño-Márquez et al. (2011): largo de 35-40 µm y ancho de 31-38 μm.

  Toxicidad: Si bien no produce toxinas, es considerada como formadora de florecimientos algales nocivos, puede provocar asfixia en los organismos acuáticos como peces y ostiones.

  Distribución y abundancia: En este estudio P. compressum fue una especie rara en las tres estaciones, reportando su mayor abundancia 0,24 x 103 cél·L-1 en junio en E3 (Tabla 1).
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  Referencias en la Bahía de La Paz: Signoret y Santoyo-Reyes (1980); Gárate-Lizárraga et al. (2009); Gárate-Lizárraga (2012).


  Prorocentrum dactylus (Stein) Dodge 1975.

  Fig. 2 C.


  Dodge (1975): Fig. 1 G.

  Sinónimos: Dinopyxis dactylus Stein 1883.

  Descripción: Las células son alargadas, con el extremo anterior lanceolado y el con extremo posterior casi redondeado. No presenta espina.

  Tamaño: Largo de 50-68 µm (57±12,5 µm) y ancho de 1015 μm (12,6±2,82 µm), n= 8; estas medidas se encuentran dentro del intervalo reportado por Dodge (1975): largo de 65-70 µm y un ancho de 16 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 35 µm y un ancho de 10 μm.

  Distribución y abundancia: En este estudio P. dactylus fue una especie rara, su mayor abundancia 0,08 x 103 cél·L-1 se reportó en el mes de mayo en E1 y en noviembre en E2 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Es la primera vez que se reporta para la Bahía de la Paz; se ha reportado en la Bahía Mazatlán (Hernández-Becerril et al., 2000).


  Prorocentrum emarginatum Fukuyo (1981).

  Figs. 2 D, E y F.


  Fukuyo (1981): Figs. 8-12, 48.

  Descripción: Las células son ovadas a redondeadas, ligeramente cónica en la parte apical. Ambas valvas son cóncavas en el centro. El extremo anterior de la célula está separado de los márgenes. El área periflagelar en la valva derecha es profunda y estrecha en forma de V, con una depresión distal. La valva izquierda es ampliamente excavada y curvada a lo largo del margen apical. Ambas valvas exhiben dos poros de diferentes tamaños pequeño (0,1 m de diámetro) y grande (0,2 m de diámetro). Los poros son uniformemente de forma redonda con bordes lisos. Los poros de mayor tamaño, aproximadamente 200 por valva, están dispuestos en filas radiales, y espaciados alrededor de la periferia de la valva. Faust (1990) menciona, que los poros de las valvas pequeñas se distribuyen de forma desigual y se ven sólo a grandes aumentos. El centro de la célula está desprovisto de poros. Hoppenrath et al. (2013) mencionan que es una especie bentónica.

  Tamaño: largo de 31-39 µm (36±3,22 µm) y ancho de 2635 μm (30,6±4,08 µm), n= 6; estas medidas se encuentran dentro del intervalo reportado por Fukuyo (1981): largo de 35-36 µm y un ancho de 32 μm; Faust (1990): largo de 35-40 µm y un ancho de 30 μm; Hoppenrath et al., (2013): largo de 30-40 µm y un ancho de 25-35 μm.

  Distribución y abundancia: En este estudio P. emarginatum fue una especie rara, su mayor abundancia 0,04 x 103 cél·L-1 se reportó en junio y mayo en E1, y en septiembre en E3 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Gárate-Lizárraga (2012).


  Prorocentrum gracile Shütt (1895).

  Figs. 2 G y H.


  Shütt (1895): lam. 1. Fig. 3.

  Sinónimos: Prorocentrum macrurus Athanassopoulos 1931.

  P. hentschelii Schiller 1933.

  P. sigmoides Böhm 1933.

  P. diamantinae Wood 1963.

  Descripción: La célula es piriforme y puntiaguda, más o menos redondeada hacia adelante y acuminada hacia atrás, a veces ligeramente truncada en el polo posterior. Diente anterior bien desarrollado, con eje espiniforme robusto y membrana angosta. Arreglo de poroides muy finos y densos. Poros grandes en los márgenes de la valva formando hileras transversales oblicuas. Presenta una espina grande con una aleta y con una extremidad posterior casi siempre puntiaguda.

  Tamaño: largo de 42-60 µm (50,3±9,76 µm), ancho de 23-24 μm (23,3±4,23 µm), largo de la espina 9-10 µm (9,32±1,42 µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Dodge (1982): largo de 40-60 µm; Hernández-Becerril et al., (2000): largo de 42-51 µm y un ancho de 23-25 μm y largo de la espina 8-11 µm; Cohen et al. (2006): largo de 40-60 µm y un ancho de 2325 μm y largo de la espina 8-11 µm; Alonso-Rodriguez et al. (2008): largo de 62 µm con un ancho de 30 μm; Muciño-Márquez et al. (2011): largo de 37-61 µm, ancho de 15-37 μm, largo de la espina 7-10,5 µm.

  Toxicidad: Es una especie formadora de florecimientos algales nocivos (Terán et al., 2006).

  Distribución y abundancia: En este estudio P. gracile fue una especie frecuente en las tres estaciones, su mayor abundancia 0,28 x 103 cél·L-1 se reportó en julio en E3 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Gárate-Lizárraga y Martínez-López (1997); Gárate-Lizárraga (2012).


  Prorocentrum lima (Ehrenberg) Dodge (1975).

  Fig. 2 I.


  Dodge (1975): lam. 1 B, C., Figs. 1 E, F.

  Sinónimos: Cryptomonas lima Ehrenberg 1860.

  Exuviaella marina Cienkowski 1881.

  Dinopyxis laevis F.Stein 1883.

  E. lima (Ehrenberg) Bütschli 1885.

  E. lima (Ehrenberg) F.Schütt 1896.

  E. laevis (Stein) Schröder 1900.

  E. cincta Schiller 1918.

  E. marina var. lima (Ehrenberg) Schiller 1931.

  E. ostenfeldi Schiller 1933.

  E. caspica Kiselev 1940. Prorocentrum marinum Dodge y Bibby 1973.

  P. arenarium Faust 1994.

  Descripción: Las células son pequeñas a medianas, oblongas a ovaladas más amplio hacia el centro, con una muesca en la parte anterior. Las valvas tecales son gruesas y suaves con poros superficiales dispersos. Cada valva contiene aproximadamente 50-80 pequeños poros redondos marginales espaciados uniformemente alrededor de la periferia de la valva y alrededor de 60-100 grandes a oblongas desigualmente distribuidos los poros de la valva con tricocistes (Faust y Gulledge, 2002). La célula tiene un pirenoide central y el núcleo es posterior, con un área flagelar con ocho placas.

  Tamaño: largo de 31-48 µm (36,6±26,81 µm), ancho de 20-40 μm (26,6±11,5 µm), n= 3; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Schiller (1933), con un largo de 30-40 μm; Dodge (1975) largo de 32-50 µm; Faust (1991): largo de 31-47 µm y un ancho de 22-40μm; Faust y Gulledge (2002): largo de 32-50 µm y un ancho de 20-28 μm; Alonso-Rodríguez et al. (2008): largo de 27-50 µm y un ancho de 15-28 μm; Hoppenrath et al. (2013): largo de 30-57 µm y un ancho de 21-46 μm.

  Toxicidad: Es una especie bentónica y formadora de florecimientos algales tóxicos, produce tanto ácido ocadaico como acido metil ocadaico (Marr et al., 1992; Morton y Tindall, 1995; Bravo et al., 2001; Hoppenrath et al., 2013).

  Distribución y abundancia: En este estudio P. lima fue una especie rara en E2, reportando una abundancia de 0,04 x 103 cél·L-1 en junio y enero (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Gárate-Lizárraga et al., (2006); Gárate-Lizárraga y Muñetón-Gómez (2008); Gárate-Lizárraga et al., (2009).


  Prorocentrum micans Ehrenberg (1834).

  Figs. 2 J, K y L.


  Ehrenberg (1834): 307.

  Sinónimos: Prorocentrum schillerii Böhm 1933.

  P. levantinoides Bursa 1959.

  P. pacificum Wood 1963.

  Descripción: Las células son ovaladas asimétrica y algo angulosas, piriformes o con forma de corazón. Vista lateral aplanada. Diente bastante desarrollado, con eje espiniforme que sostiene una membrana. Escultura de poroides muy finos, muy densos y poros más grandes que se acumulan en los márgenes formando hileras transversales oblicuas.

  Tamaño: largo de 40-55 µm (47,5±7,57 µm), ancho de 27-32 μm (29,5±2,52 µm), largo de la espina de 7-10 µm (8,5±1,51 µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Balech (1988), con un largo de 40-60 μ y un ancho de 30-50 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 40-57 µm, ancho de 26-30 μm, largo de la espina de 7-9 µm; Faust y Gulledge (2002): largo de 35-70 µm, ancho de 20-50 μm, largo de la espina de 10 µm; Cohen et al. (2006): con un largo de 40-60 µm y un ancho de 23-25 μm y largo de la espina 8-11 µm; Alonso-Rodríguez et al. (2008): largo de 35-70 µm y un ancho de 20-50 μm; Muciño-Márquez et al. (2011): largo de 41-50 µm, ancho de 26-33 μm, largo de la espina de 7-8 µm.

  Toxicidad: Esta especie es considerada formadora de florecimientos algales nocivos (Graneli et al., 1990; Cortés-Altamirano, 1998). Lassus y Berthome (1988) mencionan que P. micans produce una toxina de tipo paralítico para los crustáceos, sin embargo no se ha verificado si produce toxinas. Excreta una sustancia que inhiben el crecimiento de diatomeas, pero al parecer estas sustancias no entran en la cadena alimentaria o afectan a los organismos en los niveles tróficos superiores (Uchida, 1977).

  Distribución y abundancia: En este estudio P. micans fue una especie frecuente en las tres estaciones, su mayor abundancia 6,16 x 103 cél·L-1 se reportó en marzo en E3 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Signoret y Santoyo-Reyes (1980); Gárate-Lizárraga y Martínez-López (1997); Gárate-Lizárraga et al. (2004, 2009); Gárate-Lizárraga y Muñetón-Gómez (2008); Gárate-Lizárraga (2012).


  Prorocentrum minimum (Pavillard) Schiller (1933).

  Figs. 2 M y N.


  Schiller (1933): lam. 32, Figs. 33 a, b.

  Sinónimos: Prorocentrum triangulatum Martin 1929.

  Exuviaella minima Schiller 1933.

  E. marielebouriae Parke et Ballantine 1957.

  P. cordiforme Bursa 1959.

  P. marielebouriae (Parke et Ballantine) Loeblich III 1970.

  Descripción: Las células son pequeñas, de forma oval, triangular, o acorazonada en vista valvar. Aplanada en vista lateral, con espina apical corta. Presenta dos tamaños de poros, los pequeños se encuentran dispersos, mientras que los poros más grandes están situados en las espinas periféricas.

  Tamaño: largo de 15-21 µm (18±3,03 µm), ancho de 1115 μm (13±2,03 µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Schiller (1933), con un largo de 18 µm y un ancho de 15 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 14-19 µm, ancho de 12-16 μm; Dodge (1975), Faust y Gulledge (2002) y Alonso-Rodríguez et al. (2008): reportan un largo de 14-22 µm y un ancho de 10-15 μm.

  Toxicidad: Es una especie formadora de florecimientos algales tóxicos, produce la toxina verupina (hepatoxina) afectando almejas y mariscos (Tangen, 1983; Cortés-Altamirano y Agraz, 1994; Steidinger y Tangen, 1996; Gárate-Lizárraga et al., 2014).

  Distribución y abundancia: En este estudio P. minimum fue una especie abundante en las estaciones E1 y E2, y rara en la E3. Su mayor abundancia 1,2 x 103 cél·L-1 se reportó abril en E2 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: López-Cortés et al. (2011), Gárate-Lizárraga et al. (2007a), Gárate-Lizárraga (2012); Gárate-Lizárraga et al. (2014).


  Prorocentrum rhathymum Loeblich, Sherley y Schmidt (1979).

  Figs. 2 Ñ y O.


  Loeblich, Sherley y Schmidt (1979): Figs. 8-13.

  Descripción: La célula es de forma oval o elipsoidal con márgenes redondeados, el contorno de la teca es gruesa y circular, varios poros de tricosistos se encuentran en la superficie de la teca en una depresión poco profunda, en la valva derecha presenta una espina apical simple.

  Tamaño: largo de 31-39 µm (35±4,04 µm), ancho de 21-24 μm (22,5±1,51 µm) y un largo de la espina de 2,5 μm (2,4±0,04 µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Fukuyo (1981), con un largo de 38-40 µm, un ancho de 22-25 μm y largo 2-3 µm de la espina; Aligizaki et al. (2009): con un largo de 27,433,3 µm y un ancho de 19,0-22,6 μm; Laza-Martínez et al. (2011): largo de 30,5-37,5 µm y un ancho de 20,9-26 μm; Sadaf y Saifullah (2011): con un largo de 30-40 µm y un ancho de 18-24 μm; Hoppenrath et al. (2013): ancho de 18-25 μm.

  Toxicidad: Es una especie bentónica y formadora de florecimientos algales (Gárate-Lizárraga y Martínez-López, 1997; Cortés-Altamirano y Sierra-Beltrán, 2003). Produce las toxinas hemolíticas y envenenamiento diarreico por consumo de mariscos (Nakajima et al., 1981; Aligizaki et al., 2009; Hoppenrath et al., 2013). Gárate-Lizárraga y Martínez-López (1997) registraron el primer florecimiento de esta especie en aguas mexicanas.

  Distribución y abundancia: En este estudio P. rhathymum fue una especie abundante en las tres estaciones. Su mayor abundancia 4,84 x 103 cél·L-1 se reportó en E3 en octubre (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Gárate-Lizárraga y Martínez-López (1997); Gárate-Lizárraga et al. (2001); Gárate-Lizárraga et al. (2006); Gárate-Lizárraga y Muñetón-Gómez (2008); Gárate-Lizárraga (2012); Gárate-Lizárraga et al. (2014).


  Prorocentrum rostratum Stein (1883).

  Fig. 2 P.


  Stein (1883): lam. 1, Figs. 16-17.

  Sinónimo: Prorocentrum styliferum Lohmann 1920.

  P. tenue Lohmann 1920.

  Descripción: Célula alargada y lanceolada, de tamaño mediano, con márgenes casi paralelos o ligeramente grueso y el extremo posterior puntiagudo. El extremo anterior está redondeado de un lado, mientras que el otro tiene un proceso relativamente largo. No se observa poros. Balech (1988) menciona que P. rostratum tiene poco poros, que se observan en la base del rostro y cerca del extremo posterior.

  Tamaño: largo de 50-55 µm (52,5±2,52µm), ancho de 10-12 μm (11±1,01 µm) y un largo de la espina de 7-8 μm (7,5±0,51 µm), n= 22; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Balech (1988), con un largo de 53-56 µm, rostro 7-9 y un ancho mayor de 10-11 μm; Licea et al. (1995): largo de 53-56 µm, rostro 7-9 y un ancho de 10-11 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 48-50 µm, un ancho de 12 μm y un largo de espina 7 μm.

  Distribución y abundancia: P. rostratum fue una especie rara en las tres estaciones. Su mayor abundancia 0,12 x 103 cél·L-1 se reportó en E3 en noviembre (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Es la primera vez que se reporta para la Bahía de la Paz; se ha reportado en el Golfo de California (Licea et al., 1995; Hernández-Becerril et al., 2000).


  Prorocentrum shikokuense Hada (1975).

  Fig. 2 Q.


  Hada (1975): Figs. 1, 2.

  Descripción: Célula pequeña a mediana, alargada y lanceolada. En vista valvar es recta hasta la mitad de la célula. La parte anterior con una elevación en forma de diente, y la parte exterior de la mayoría de las células son generalmente atenuadas a redondeadas. Las valvas están cubiertas con espinas de amplia base y espaciadas.

  Tamaño: largo de 21-27 µm (24±3,03µm) y un ancho de 8-12 μm (10±2,02µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Hada (1975), con un largo de 20-27 µm y un ancho de 7-10 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 17-20 µm, un ancho de 7-11 μm; Alonso-Rodríguez et al. (2008): largo de 33-60 µm, un ancho de 15-35 μm; Takano y Matsuoka (2011): largo de 18-27,2 µm y un ancho de 7-14,3 μm.

  Toxicidad: Es formadora de florecimientos algales nocivos, se ha relacionado con la producción de toxinas de envenenamiento diarreico por consumo de mariscos y toxinas de acción rápida (Cortés-Altamirano y Núñez-Pastén, 2000; Hernández-Becerril et al., 2000).

  Distribución y abundancia: P. shikokuense fue una especie abundante en E3, y rara en E1 y E2. Su mayor abundancia fue de 0,76 x 103 cél·L-1 en enero E3 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Es la primera vez que se reporta para la Bahía de la Paz; se ha reportado en la Bahía de Mazatlán y en Altata-Ensenada del Pabellón, Sinaloa (Cortés-Altamirano y Núñez-Pastén, 2000; Hernández-Becerril et al., 2000; Alonso-Rodríguez et al., 2008).


  Prorocentrum triestinum Schiller (1918).

  Fig. 2 R.


  Schiller (1918): Figs. 1a, 1b.

  Sinónimo: Prorocentrum pyrenoideum Bursa 1959.

  P. redfieldii Bursa 1959.

  P. setoutii Hada 1975.

  Descripción: Célula pequeña puntiaguda, con algunas depresiones localizadas en la periferia, la espina apical es pequeña ubicada a la derecha de una pequeña depresión donde se sitúa el poro flagelar, los poros se distribuyen en los márgenes aunque de manera irregular, algunos poros rodean de manera convexa la parte apical y en el margen posterior.

  Tamaño: largo de 19-25 µm (21,8±3,07µm), ancho de 7-13 μm (9,84±3,08µm) y largo de la espina de 3-4,5 µm (3,71±0,76µm), n= 19; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Schiller (1933) y Dodge (1975): largo de 18-22 µm y ancho de 6-11 μm; Hernández-Becerril et al. (2000): largo de 19-24 µm, un ancho de 9-14 μm y largo de la espina 3-5 µm; Ceballos-Corona (2006): largo de 17 μm y ancho 9 μm; Alonso-Rodríguez et al. (2008); largo de 18-27 µm, un ancho de 12 μm.

  Toxicidad: Es una especie formadora de florecimientos algales nocivos, afectando a los peces por disminución de oxígeno disuelto (Alonso-Rodríguez et al., 2008).

  Distribución y abundancia: P. triestinum fue una especie rara en las tres estaciones. Su mayor abundancia fue de 0,32 x 103 cél·L-1 en E2 en junio (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Gárate-Lizárraga et al. (2006, 2012).


  Prorocentrum vaginula (Stein) Dodge (1975).

  Fig. 2 S.


  Dodge (1975): Fig. 4.

  Descripción: célula forma de pera, el extremo anterior redondeado y de forma de punta en el extremo posterior, sin espina.

  Tamaño: largo de 19-23 µm (21±2,02µm), ancho de 7-11 μm (9±2,02µm) y largo de la espina de 3-4,5 µm (3,75±0,75µm), n= 50; estas medidas se encuentran dentro del intervalo de las reportadas por Schiller (1933): largo de 30-40 µm y ancho de 8-15 μm; Dodge (1975): largo de 1822 µm y ancho de 6-11 μm.

  Distribución y abundancia: P. vaginula fue una especie abundante en las tres estaciones. Su mayor abundancia de 1,08 x 103 cél·L-1 en junio en E3 (Tabla 1).

  Referencias en la Bahía de La Paz: Es la primera vez que se reporta para la Bahía de la Paz; ha sido reportado en el Golfo de California (Licea et al., 1995).


  DISCUSIÓN


  A lo largo del ciclo anual, en las granjas atuneras en la Bahía de La Paz, se registraron 12 especies de Prorocentrum, de las cuales ocho son formadoras de florecimientos algales nocivos y cinco de ellas son productoras de toxinas. Prorocentrum minimum, P. rhathymum y P. shikokuense fueron abundantes en el ciclo anual, no llegando a rebasar 1 x 109 cél L-1. En la actualidad los FAN representan un verdadero problema a nivel mundial, por el impacto que presenta principalmente en la acuacultura y las pesquerías, ocasionado pérdidas económicas. Algunas especies de dinoflagelados han ocasionado en diferentes países grandes pérdidas económicas, en Sudáfrica en 1999, se formo un FAN de Ceratium fusus en el cual provocó muerte de 2000 toneladas de langosta de roca (Jasus ialandii) y pérdidas económicas de $50 millones; en China Noctiluca scintillans en 1990, ocasionó la muerte de crustáceos en cultivo (Penaeus orientalis) y una pérdida de $100 millones (Landsberg, 2002). En las costas Bolinao Filipinas, en el 2002, reportan un florecimiento de Prorocentrum minimum en un cultivo de peces chano (Chano chano), que ocasionó una disminución en la concentración de oxígeno disuelto (<2,0 mg/L), provocando asfixia, muerte de peces y organismos bentónicos, causando pérdidas económicas, aproximadamente 9 millones de dólares (San Diego-McGlone et al., 2008). En México en el caso de Puerto Escondido, Baja California en 2002 donde se presentó un florecimiento de Ceratium furca provocando la mortandad en encierros con más de 500 toneladas de atún en menos de 48 horas causando pérdidas de 12 a 15 millones de pesos (Orellana-Cepeda et al., 2002). En la Bahía de La Paz, en junio del 2006 se reportó un florecimiento de Pseudo-nitzschia fraudulenta causando mortandad de peces y otros organismos marinos, estableciéndose una veda que repercutió en la economía de los pescadores (Gárate-Lizárraga et al., 2007b). Se ha reportado a P. minimum asociada con otras especies formando florecimientos algales nocivos, ocasionando una mortandad de 50 toneladas de peces en los Cabos, Baja California Sur (Gárate-Lizárraga et al., 2011). Sin embargo, se han reportado florecimientos de P. minimum ocurridos en la Bahía de La Paz, en estanques de cultivo de camarón, donde no ha ocasionado ningún daño en el ecosistema, ni pérdidas económicas (Sierra-Beltrán et al., 2005; Gárate-Lizárraga et al., 2007b). Martínez-López et al. (2008) reportan reportó un florecimiento de P. minimum en abril del 2000 al norte de las costas de Sinaloa, mencionan que su potencial riesgo relacionados con alteraciones ecológicas, como el aumento de los valores de pH y reducción en la concentración de oxígeno en la columna de agua causan la mortandad de peces. P. minimum también ha proliferado sin presentar efectos nocivos sobre la flora circundante en el área de Los Cabos, Baja California Sur (Gárate-Lizárraga et al., 2014). En el Pacifico mexicano P. micans ha sido reportada formando florecimientos algales nocivos con otras especies del fitoplancton reportando mortandad de peces por asfixia (Cortés-Altamirano, 1998; Gárate-Lizárraga et al., 1990, Gárate-Lizárraga et al., 2007b); esta especie excreta una sustancia que inhibe el crecimiento de diatomeas (Uchida, 1977). Cortés-Altamirano y Licea-Durán (1999) han reportado que los FAN de P. minimum ocasionan un crecimiento lento y una mortandad del 80% de los camarones en estanques de cultivo. Estas especies han sido reportadas asociadas a FAN, las cuales bajo ciertas condiciones de luz, temperatura, estabilidad de la columna de agua y nutrientes pudieran proliferar, se tiene que considerar que estas especies son potencialmente peligrosas ya que si proliferan causarían mortandad en los peces en cautiverio y organismos marinos por anoxia Prorocentrum compressum, P. gracile y P. triestinum o por toxinas P. lima, P. micans, P.minimum, P. rhathymum y P. shikokuense, por lo que un monitoreo frecuente en las granjas de atún es muy recomendable (Gárate-Lizárraga et al., 2006; Gárate-Lizárraga et al., 2007b; López-Cortés et al., 2006; López-Cortés et al., 2011; Gárate-Lizárraga, 2012; Gárate-Lizárraga, 2013) para que, al ser detectadas exista un seguimiento de la evolución poblacional y en su momento, en caso de darse los florecimientos nocivos o tóxicos, seguir estrategias de mitigación, principalmente moviendo los encierros; aunque la aplicación de diversas sustancias y de arcillas son practicadas en otras latitudes del mundo (Sengco, 2001), aún no están bien estudiadas y se ignoran los efectos secundarios en el entorno marino.


  CONCLUSIONES


  A lo largo del ciclo anual, se pudo evidenciar que en la zona de estudio existen especies de Prorocentrum nocivas: Prorocentrum compressum, P. gracile y P. triestinum y productoras de toxinas: P. lima, P. micans, P.minimum, P. rhathymum y P. shikokuense. Es importante conocer el comportamiento de las especies Prorocentrum en las granjas de atún, las pérdidas económicas debidas a la presencia de fitoplancton nocivo y tóxico en la maricultura son muy altas, por lo que se recomienda realizar un monitoreo continuo de las especies de Prorocentrum formadoras de FAN, lo que permitiría la detección temprana y manejo de la presencia de especies peligrosas para los sistemas acuícolas de la Bahía de La Paz. Así mismo, estas especies puedan ser un indicador de contaminación, unas de las condiciones necesarias para que estas especies formen florecimientos algales nocivos y tóxicos, sobre todo por el proceso de eutrofización que puede estar generando, los desechos de las granjas de atún al ecosistema.
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  RESUMEN


  Se reporta la distribución de Centruroides edwardsii (Gervais, 1843) para el departamento de Antioquia, y el área urbana de su capital político-administrativa, la ciudad de Medellín, Colombia, con base a material depositado en la colección del Serpentario de la Universidad de Antioquia (SUA). Se estableció dimorfismo sexual en C. edwardsii, mediante análisis de escalamiento multidimensional y el modelo ANOSIM, encontrando que los machos son más grandes que las hembras. Se reporta para el área zona centro y nor-oriental de Medellín una importante colonia de este escorpión, hecho de gran relevancia debido a la importancia clínica de este escorpión. Se amplía además el rango de distribución desde el nivel del mar hasta los 2200 m s.n.m.


  Palabras clave: Antioquia, Buthidae, Centruroides, Colombia, taxonomía.


  ABSTRACT


  We report the distribution of the Centruroides edwardsii (Gervais, 1843) in the Antioquia province, and the urban area of the capital, Medellín, Colombia, based in the material examined in the collection of the Universidad de Antioquia Serpentarium (SUA). A sexual dimporphism were established in C. edwardsii when a multidimensional analysis and using for the statistical significance the ANOSIM model were performed founding higher sizes in males. An important colony of this scorpion is reported in the central and nor-oriental zone of Medellín, aspect that is very relevant since this scorpion is considered clinically relevante. The species distribution rank is also expanded from the sea level, up to 2200 m a.s.l.


  Keywords: Antioquia, Buthidae, Centruroides, Colombia, taxonomy.

  


  INTRODUCCIÓN


  A nivel mundial se han descrito 1947 especies de escorpiones (Prendini et al., 2011), de las cuales 70 se encuentran en territorio colombiano, clasificadas en cuatro familias (Buthidae, Chactidae, Diplocentridae y Hormuridae), siendo la familia Buthidae la más representativa (Gómez et al., 2013), no sólo por su número de especies sino también por la potencia y neurotoxicidad de su veneno.


  En el Nuevo Mundo, el género Centruroides Marx, 1890 (Buthidae) es considerado taxonómicamente como uno de los más complejos (Sissom y Lourenco, 1987). Sissom y Lourenco (1987) presentaron el estado de la diversidad de Centruroides en el continente americano y reportan el rango de distribución de Centruroides margaritatus (Gervais, 1841) y C. gracilis (Latreille, 1804), desde el sur de Norte América hasta el norte de Sur América (Colombia, Perú, Ecuador); y establecieron que Centrurus edwardsii (Gervais, 1843), Centruroides danieli (Prado y Rios-Patino, 1939) y Centruroides argentinus (Werner, 1939) como sinonimias de C. margaritatus. Posteriormente, Armas et al. (2011a), reorganizan la distribución y clasificación taxonómica de C. margaritatus y dan de nuevo validez a C. edwardsii; también delimitan la distribución geográfica de C. margaritatus para la zona noroccidental de Sur América (Colombia, Ecuador, Perú), con poblaciones en Cuba y Jamaica, y de C. edwardsii para Centroamérica y Colombia (Armas et al., 2011b). En 2012, Armas et al., reportan la distribución de C. edwardsii, C. margaritatus y C. gracilis en el territorio colombiano, junto con la descripción de una nueva especie, Centruroides sanandres (Armas et al., 2012). Sin embargo la información geográfica del género Centruroides para algunas regiones de Colombia es escasa, por lo que aún es una incógnita los rangos de distribución del género para determinadas zonas del país. En el caso particular del departamento de Antioquia, se ha reportado su presencia, tomando como referencia tan solo un individuo depositado en la colección del Instituto Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (ICNAS-490) (Armas et al., 2012).


  La importancia de conocer la distribución de estos escorpiones, en especial en áreas urbanas, radica en la capacidad de adaptación intra-domiciliaria de éstos y el riesgo clínico que pueden representar (Gómez y Otero, 2007). Desde el punto de vista epidemiológico, las políticas de educación, vigilancia y control del accidente escorpiónico, deben enfocarse, en primera medida, en reconocer las especies involucradas en casos de escorpionismo, teniendo en cuenta las características específicas y sexuales de la especie, así como su distribución (Gómez y Otero, 2007). En Colombia no se conoce con exactitud cuál es el índice de accidentalidad de este grupo de arácnidos, sin embargo, Otero et al., (2004) registraron a Centruroides como responsable del 21,6 % de los accidentes ocasionados en Antioquia, donde sus manifestaciones clínicas son especialmente neurotóxicas y con especial peligro en niños menores de 15 años (Otero et al., 2004). Un adecuado conocimiento de la distribución, diversidad y variabilidad intraespecífica de estos arácnidos, permitirá formular políticas de educación y prevención del accidente escorpiónico que sean claras, eficaces y que atiendan adecuadamente a la población más vulnerable.


  Con base a lo anterior, en este trabajo presentamos una identificación taxonómica de 98 individuos del género Centruroides depositados en las colecciones del Serpentario de la Universidad de Antioquia identificadas con los códigos COLBIOFAR-149 y SUA-073 a cargo del Programa de Ofidismo/Escorpionismo, reportando el estado actual de las poblaciones de esta especie en el departamento de Antioquia y para el área urbana de su capital políticoadministrativa, el municipio de Medellín, Colombia.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  El material examinado consta de 98 individuos que se encuentran depositados en las colecciones identificadas ante el Instituto Von Humboldt con códigos COLBIOFAR-149 y SUA073 del Serpentario del Programa de Ofidismo/Escorpionismo, de la Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia. Estos ejemplares han sido entregados vivos por la comunidad, corporaciones ambientales, hospitales o policía ambiental y fueron colectados en el interior de domicilios, edifaciones, etc. A su ingreso se registran todos los datos, incluyendo la procedencia y se realiza una clasificación preliminar. Una vez mueren, los individuaos son levados al museo y preservados en soluciones hidro-alcohólicas. Los ejemplares procedentes de la zona urbana de Medellín fueron encontrados en la zona interior de los domicilios de forma accidental por sus habitantes.


  Área de estudio


  Todos los especímenes analizados pertenecen al departamento de Antioquia, agrupados de acuerdo a la distribución geopolítica en la zonas: nordeste, occidente, oriente, sureste y Valle de Aburrá (Fig. 2B).
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  Nomenclatura y mediciones


  La nomenclatura y mediciones están basadas en la propuesta de Stahnke (1970), a excepción de la tricobotriotaxia, la cual se realizó siguiendo la propuesta de Vachon (1974). La carenación de los segmentos metasomales y las carenas en la pinza pedipalpal se describen siguiendo a Francke modificado por Prendini (2000). Igualmente se siguió lo descrito por Vachon (1952): p. 62; Acosta et al., (2008): p. 492–493; Armas et al., (2011a); Armas et al., (2011b); y Armas et al., (2012), donde se reconocen nueve carenaciones en lugar de ocho.


  Análisis morfológico.


  Se emplearon técnicas no parámetricas para evaluar la variación morfológica de 54 machos y 44 hembras de C. edwardsii, debido a que los caracteres continuos usados no cumplieron los supuestos de normalidad (Gnanadesikan, 2001) y heterocedasticidad. Las variables morfológicas fueron analizadas separadamente para cada sexo y evaluadas con calibrador tipo vernier análogo marca Gebr weyersberg (Solingen, Alemania).


  Análisis estadístico


  Para determinar la diferencia significativa entre machos y hembras para cada variable se realizó un análisis de datos univariado, mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney en el programa PAST versión 2.15 (Hammer et al., 2001).


  Para visualizar en dos dimensiones el patrón de segregación del dimorfismo sexual, se realizó un análisis de escalamiento multidimensional (MDS) a partir de una matriz de distancia euclidiana realizada con un total de 17 variables morfológicas: carapacho, pedipalpo, fémur, patela, pinza, mano, dedo móvil, mesosoma, terguito VII, metasoma del segmento I al V, telson, aguijón, vesícula y largo total en el programa PAST (Hammer et al., 2001).


  Para determinar el grado y significancia de las diferencias entre machos y hembras en la gráfica de MDS, se realizó el análisis de similitud (ANOSIM, (Clarke, 1993))). ANOSIM es análogo al análisis de varianza (ANOVA), ya que computa el estadístico R, el cual determina el grado de similitud entre los pares de muestras. De esta manera, el R es = 1 si todos los individuos dentro de la población son más similares entre ellos que al compararlos con los individuos de otras poblaciones, y si R es = 0, no existe diferencia entre poblaciones. ANOSIM incorpora una prueba de permutación para evaluar la significancia estadística (Clarke et al., 2001).


  RESULTADOS

  Centruroides edwardsii (Gervais, 1843)


  Fig. 1; Tablas 1 y 2.
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  Figura 3.
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  Scorpio (Atreus) edwardsii Gervais, 1843: 130. Gervais, 1844a: 216-217, pl. 11, figs. 13-15. Gervais, 1844b: 53-54.


  Scorpio (Atreus) degeerii Gervais, 1844a: 217-218, pl. 11, fig. 16-17 (sinonimizada por Armas et al., 2011a: 6). Gervais, 1844a: 54. Rhopalurus danieli Prado y Rios-Patino, 1940: 42-43 (sinonimizada por Armas et al., 2011a: 6).


  Centruroides margaritatus: Sissom y Laurenco, 1987: 15 (error en la identificación); Florez, 1990: 119 (error de identificación: registros para Atlántico, Cundinamarca, Tolima, Santander, Boyacá, Antioquia). Armas y Trujillo., 2010: 237, fig. 2#ª (error de identificación). Teruel y Roncallo., 2010: 1-2, fig. 1 (error de identificación).


  Centruroides gracilis: Florez, 1990: 119 (error de identificación: registros para Cundinamarca y Antioquia). Florez, 2001: 26, 28 (error de identificación: todos los registros, excepto los del Valle del Cauca, Cauca y Nariño, que corresponden a C. margaritatus. Gómez y Otero, 2007: 50, 54, 56, figs. 4 A, B (error de identificación: todos los registros, excepto los de Valle del Cauca, Cauca y Nariño, que corresponden a C. margaritatus).


  Centruroides danieli: Florez, 1990: 119 (error de identificación).


  DATOS DEL TIPO (no examinado). Macho neotipo (BIOECO, Ex–RTO: Sco-0395). COLOMBIA, La Guajira, Riohacha, Calle 6 esquina a Carrera 5, 25 de junio, 2008, W. Ramos.


  Material examinado


  COLOMBIA. Antioquia. Colección Serpentario de la Universidad de Antioquia (SUA). Nordeste: 2 &male;, 1 &female;, Vda. la Clara-Amalfi, 1/I/1992, hermanos Leclerk, (SUA-0002, 0011, 0013); 1 &male;, Amalfi, 26/IX/2000, W. Alcatraz (SUA-0338); 1 &male;, Amalfi, 13/VII/2001, W. Alcatraz (SUA-0801); 1 &male;, Amalfi, 11/IV/2003, W. Alcatraz, (SUA-1115); 1 &male;, Amalfi, 30/IV/2003, G. Espinosa, (SUA-1119); 1 &male;, Yolombo, 30/VI/2003, R. Ríos, (SUA-1143); 1 &female;, Amalfi, 14/IV/2004; J. Alvarez, (SUA-1274); 1&male;, Amalfi, 10/V/2005, W. Alcatraz, (SUA-1317); 1 &male;, Amalfi,, 19/VIII/2005, (SUA-1405); Occidente: 1 &female; , Sopetrán, 11/V/2000, V. Serna, (SUA-0232); 1 &female;, Santa fe de Antioquia, 16/II/2001, J. Rodas, (SUA-0607); 1 &male;, Santa fe de Antioquia, 22/X/2001, F. Arbeláez, (SUA-0890); 1 &female;, Santa fe de Antioquia, 14/I/2002, L. E. Pérez, (SUA-0925); 1 &male;, Olaya-Corregimiento de Sucre, 25/IX/2002, A. Robledo, (SUA-1029), 1 &male;, Sopetrán, 1/IV/2003, C. Lemus, (SUA-1113); 1 &male;, Santafé de Antioquia, 23/VII/2004, A. Maestre, (SUA-1288); 1 &male;, Sopetrán, 11/VI/2006, V. Quiroz, (SUA-1430); Oriente: 1 &female;, Vereda guadualito-Santuario, 17/V/2002, A. Giraldo, (SUA-0959); Suroeste: 1 &male;, Amagá, 9/IX/1998, C. M. Franco, (SUA0150); 1 &female;, Amagá, 13/I/1999, J. García, (SUA-0219), 1 &male;, Amagá, 31/1/2000, J. García, (SUA-0221), 1 &female;, Amagá, 4/VII/2000, J. García, (SUA-0236); 1 &female;, Amagá, 21/1/2002, J. García, (SUA-0928); 1 &male;, Amagá,, 11/VI/2002, J. García, (SUA-0971); 1 &male;, Amagá, 5/11/2002, A. Hernández, (SUA-1046); 1 &female; , Amagá, 12/IV/2004, J. García., (SUA-1271); 1 &female;, Amagá, 12/IV/2004; J. García, (SUA-1272); 1 &female;, Amagá,, 31/V/2005, J. García, (SUA-1318); Valle de Aburrá: &male;, San Cristóbal-Medellín, 18/X/1998, C. Monsalve, (SUA-0014); 1 &male;, San Cristóbal-Medellín, 11/VI/1998, C. Monsalve, (SUA-0015), 1 &female;, Girardota, 17/1/1996, (SUA-0016); 1 &male;, Aranjuez-Medellín, 1/IV/1997, (SUA-0018); 2 &female;, 1 &male;, Girardota, 18/II/1998, T. Restrepo, SUA-0040, 0042, 0041); 1 &female;, la Catedral-Envigado, 26/III/1999, M. Franco, (SUA-0086); 1 &female; , Girardota, 7/IV/1999, T. Restrepo, (SUA-0100); 1 &male;, Av. Oriental-Medellín, 1/I/1993, J. C. Otero, (SUA-0106); 1 &female;, Medellín, 1/I/1993, (SUA-0107); 1 &male; , Girardota, 9/IX/1998, D. Rendón, (SUA-0149); 2 &female;, Girardota, 25/IX/1998, T. Restrepo, (SUA-0151, 0152), 4 &female;, Girardota, 2/III/1999, T. Restrepo, (SUA-0200, 0203, 0204, 0206); 1 &female;, Buenos Aires-Medellín, 19/I/2000, F. Pineda, (SUA-0220); 1 &male; , Caldas, 17/III/2000, G. Giraldo, (SUA-0227); 1 &female; , 1 &male;, Barrio Aranjuez-Medellín, 18/VIII/2000, I. González, (SUA-0265, 0266); 1 &male;, Manrique-Medellín, 22/VIII/2000, I. González, (SUA-0282); 1 &male;, Campo Valdés-Medellín, 23/X/2000, H. Henao, (SUA-0389); . 1 &male;, Prado Centro-Medellín, 29/I/2001, C. M. Vélez, (SUA-0511); 1 &female;, Manrique-Medellín, 5/II/2001, H. Henao, (SUA-0541); 1 &male; , Manrique-Medellín, 5/II/2001, (SUA-0608); 1 &male;, Campo Valdés-Medellín, 2/IV, 2001, M. Marín, (SUA-0645); 1 &male;, Buenos Aires-Medellín, 11/V/2001, J. Cardona, (SUA-0655); 1 &male;, Manrique-Medellín, 14/VI/2001, G. García, (SUA-0740); 1 &female;, Campo Valdés-Medellín, 20/II/2002, C. Ortiz, (SUA-0934); 1 &male;, Villa Hermosa-Medellín, 20/II/2002, V. Núñez, (SUA-0935); 2 &male;, 1 &female;, Caldas, 6/V/2002, G. Giraldo, (SUA-0953, 0954, 0955); 1 &female;, Campo Valdés, 15/V/2006, (SUA-0956); 1 &female;, Villa Hermosa-Medellín, 28/VIII/2002, J. Sepúlveda, (SUA-1025); 1 &female;, Buenos Aires-Medellín, (SUA-1028); 1 &male; , Manrique-Medellín, 9/X/2002, O. Forero, (SUA-1043); 1 &female; , Prado Centro-Medellín, 19/XI/2002, C. Vélez, (SUA-1050); 1 &male;, Villa Hermosa-Medellín, 11/II/2003, G. Calderón, (SUA-1069); 1 &female;, La Estrella, 15/IV/2003, (SUA-1116); 1 &female;, Villa Hermosa-Medellín, 29/V/2003, C. A. Giraldo, (SUA-1127); 1 &male;, Medellín, 20/XI/2003, J. Asprilla, (SUA-1225); 1 &male;, Manrique-Medellín, 5/III/2004, A. Orrego, (SUA-1261); 2 &female; , 1 &male;, Caldas, 19/VII/2004, G. Giraldo, (SUA-1283, 1284, 1286); 1 &male;, Girardota, 13/IX/2004, A. Cadavid, (SUA-1289); 1 &male;, Girardota, 18/IX/2004, A. Cadavid, (SUA-1290); 2 &male;, Caldas, 3/IX/2004, (SUA-1302, 1303); 1 &male;, Itagüí, 16/II/2005, S. Pérez, (SUA-1306); 1 &male;, Manrique-Medellín, 15/X/2005, H. Henao, (SUA-1330); 1 &female; , Caldas, 20/I/2006, G. Giraldo, (SUA-1377); 1 &male;, Prado Centro-Medellín, 10/VII/2006, A. Vélez, (SUA-1432); . 1 &male;, Copacabana, 15/VIII/2006, C. E. Mejía, (SUA-1438); 1 &female;, Prado Centro-Medellín, 17/XII/2006, V. Núñez, (SUA-1452); 1 &male;, Prado Centro-Medellín, 18/XI/2007, (SUA-1495); 1 &female; , Prado Centro-Medellín, 15/VII/2009, Y. Vásquez, (SUA-1515); 1 &female;, desconocida, 18/V/2011, (SUA1606); 1 &female; , Caldas, 1/VIII/2011, G. Giraldo, (SUA-1613); 1 &female;, Copacabana, 11/VIII/2011, C. Mejía, (SUA-1615).


  Historia natural


  Los reportes de C. edwardsii lo ubican típicamente asociado a asentamientos humanos (Teruel y Roncallo, 2010) y zonas intervenidas, desde el nivel del mar hasta altitudes de 1728 m snm; entre los diferentes biomas en los que se encuentra se destacan, desiertos, bosque seco tropical y pluviselvas (Armas et al., 2012).


  Diagnosis


  Tamaño moderado a grande (63-105 mm de longitud total). De coloración marrón amarillento oscuro (rara vez un poco más clara) en el carapacho, los terguitos I-VI, el segmento metasomal V, telson y pinza del pedipalpo; con una coloración más clara en el resto del cuerpo (en ocasiones casi del mismo color del carapacho, sin embargo las carenas o quillas del metasoma y los pedipalpos contrastan por ser más oscuras que el color de base) (Fig. 1). Presentan abundante granulación, de tamaño variable en carapacho y terguitos. Segmentos del metasoma con consistencia coriácea, con quillas fuertes y denticuladas. Pedipalpos hirsutos, principalmente en la parte interna de fémur, patela y pinza; mano con la quilla dorsal marginal principalmente lisa y pilosa; dedo fijo con ocho hileras principales de dentículos; y lóbulo basal del dedo móvil bien desarrollado. Peines con 25 a 29 dientes en las hembras (moda 27) y 27 a 31 (moda 28 y 29) en los machos. Metasoma: segmentos II-IV con tres o más pares de macrocerdas ventrolaterales; telson con tubérculo subaculear pequeño, próximo a la base del aguijón y dirigido a la base de éste (Fig. 1).


  El 37% de los especímenes analizados de la colección procedían de las viviendas del casco urbano de Medellín (zona centro y nor-oriental) (Fig. 2A), el resto de los especímenes procedían de zonas rurales y cabeceras municipales de diferentes zonas del departamento de Antioquia (Fig. 2B).


  C. edwardsii, mostró en el MDS un patrón evidente de diferenciación morfológica entre machos y hembras (ANOSIM, p = 0,0001; R = 0,75) (Fig 4). La única variable que no presentó diferencia significativa fue la longitud y ancho del carapacho (U= 136, p= 0,79). En cuanto a las otras variables, el macho fue significativamente más largo que la hembra y no se presentó diferenciación en la amplitud, excepto en el terguito VII, dedos III y IV, en los cuales la hembra fue significativamente mayor (U= 83,5, p= 0,035; U= 59, p= 0,003; U= 50, p= 0,029, respectivamente) (Tabla 1). Además, la coloración de los machos es más clara que las hembras; los segmentos metasomales son mucho más largos que anchos en machos.
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  Los especímenes evaluados provienen de zonas que comprenden bosque seco tropical, bosque premontano y montano con una distribución desde los 500 metros sobre el nivel del mar (m snm) hasta los 2200 m snm.


  DISCUSIÓN


  Para el departamento de Antioquia (Colombia) se reporta la distribución de C. edwardsii, información que concuerda con la presentada por Armas et al., (2012), quienes ubican a esta especie en la cuenca hidrográfica del río Magdalena y gran parte del Caribe colombiano (Armas et al., 2012). Los ejemplares analizados corresponden en general con las características de la especie (Armas et al., 2011a; Armas et al., 2012), sin embargo, un individuo presentó con siete hileras de dentículos en el dedo fijo, posiblemente por la fusión del par de hileras de dentículos más cercano a la base del dedo fijo del pedipalpo.


  Un aspecto relevante que se encontró en este estudio es el hecho de que el 37% de los especímenes analizados de C. edwardsii procedían de las viviendas del casco urbano de Medellín (zona centro y nor-oriental) (Fig. 2A), lo que concuerda con que el 73,6% de los accidentes reportados ocurren en áreas urbanas y el 70,5% ocurren a nivel intra-domicialiario (Otero et al., 2004). De este modo se reporta el nivel de adaptación que presenta C. edwardsii en los asentamientos humanos. Este hecho es de gran relevancia si se cuenta con que en la zona habitan cerca de 897000 personas y que los sitios de captura de este escorpión son frecuentemente los dormitorios, específicamente las camas (debajo de almohadas, sábanas o cobijas) y closet, entre ropa doblada así como dentro de zapatos (según datos de colecta). La picadura de este escorpión produce principalmente síntomas neurotóxicos como dolor, parestesias, taquicardia, taquipnea, vómitos, entre otros, con el agravante de que cerca del 30% de los accidentes ocurren en niños menores de 15 años (Otero et al., 2004). Es importante tener en cuenta que esta especie no es común encontrarla compartiendo estos nichos ecológicos con otras especies de escorpiones (Gómez y Otero, 2007). En otras zonas como la occidental de Medellín, solo se encontraron cuatro registros de C. edwardsii los cuales están ubicados en la zona alta de las laderas donde del mismo modo hay asentamientos humanos pero menos densos.


  Los rangos de distribución ubican a C. edwardsii desde el nivel del mar hasta altitudes de 1728 m snm, tanto en desiertos como en bosque seco tropical y pluviselvas (Armas et al., 2012). Sin embargo, los especímenes analizados fueron colectados en zonas que se encuentran por encima hasta los 2200 m s.n.m., lo que amplía el rango de esta especie de escorpión desde el nivel del mar, hasta esta altura mencionada.


  Las diferencias sexuales encontradas en C. edwardsii estarían dadas como adaptaciones reproductivas que aumentan las oportunidades de cópula del macho, tal como se ha encontrado en otros escorpiones (Gómez et al., 2002). Un macho más grande sugiere mayor éxito reproductivo, puesto que en temporada de apareamiento son los machos los que buscan activamente a las hembras, y por ende, presentan mayor exposición a las inclemencias de su entorno (Polis, 1990); a su vez, la eficacia en el cortejo podría estar ligada al tamaño de sus estructuras, reduciendo las posibilidades de ser predado al terminar la cópula (debido a la presencia de pedipalpos y segmentos metasomales más largos) al mantener una distancia "segura" de la hembra, al tiempo que con su cola le estimula el cuerpo durante el cortejo previo a la cópula (Williams, 1987; Peretti et al., 1999).


  CONCLUSIONES


  Para el departamento de Antioquia (Colombia), la composición del género Centruroides se encuentra representada exclusivamente por C. edwardsii. Se encontró dimorfismo sexual para la población de este escorpión en esta zona del país. La presencia de C. edwardsii no se restringe a zonas rurales, sino que evidencia un amplio hábito intradomiciliario en zonas densamente pobladas. Se reporta además una ampliación del rango de distribución de esta especie de los 1728 hasta los 2200 m s.n.m.
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  ABSTRACT


  Little is known about the oviposition habits and egg structure of Neotropical members of the Simuliidae family. The oviposition behavior of Simulium dinellii (Joan) was observed near at Otún Quimbaya, Colombia. Small groups of females hovered about 2 cm above the water surface to oviposit. Some of these females had been capture and the eggs were obtained. These eggs were counted, measured and processed by scanning electron microscopy. Subtriangular eggs had a latticework of polygons on the endochorionic surface. Chorionic differences between the eggs of S. dinellii and the few previously studied species suggest potential taxonomic value of egg microstructure.


  Keywords: black flies, insect eggs, Otún Quimbaya, Simuliidae.


  RESUMEN


  El conocimiento sobre los hábitos de oviposición y estructura de los huevos de la familia Simuliidae es muy escaso. En este estudio se observó el comportamiento de oviposición de Simulium dinellii (Joan) en quebradas cercanas al Santuario de fauna y flora Otún Quimbaya, Colombia. El cual consistió en la formación de pequeños grupos de hembras que sobrevolaban a 2 cm de la superficie del agua para ovipositar, algunas de estas hembras fueron colectadas, obteniendo así los huevos, los cuales fueron contados, medidos y procesados por Microscopia Electrónica de Barrido con el fin de caracterizar la estructura endocoriónica. Los huevos presentaron una forma subtriangular, con una entramado poligonal sobre la superficie. Las características morfológicas observadas en los huevos de S. dinellii fueron diferentes a las previamente reportadas en otras especies de la familia Simuliidae, sugiriendo un posible valor taxonómico de la microestructura del huevo.


  Palabras clave: jejenes, huevos de insectos, Otún Quimbaya, simúlidos.

  


  The females of most species in the family Simuliidae are hematophagous, acquiring nutrients for egg maturation from vertebrate blood (Crosskey, 1990). Females use visual and chemical cues to select oviposition sites (Golini and Davies, 1988). Oviposition strategies include release of eggs while flying above water and placing eggs in groups while crawling on wetted substrates (Crosskey, 1990). A single female may use both strategies (McCreadie and Colbo, 1991). An alternative classification of oviposition recognizes three categories (Petry et al., 2006) (1) dispersion of small numbers of eggs with little or no gelatinous matrix (Pegoraro, 1993), (2) deposition of eggs in layers within a gelatinous matrix, and (3) oviposition in everal layers without clear boundaries, but with thousands of eggs in a gelatinous matrix originating from multiple females. Pheromones might be involved in mass oviposition (McCall et al., 1997).


  Eggs are covered by an external filamentous or lamellar matrix (exochorion) that promotes adhesion to the substrate, protects the eggs, and provides food for newly hatched larvae (Goldie, 1982; Crosskey, 1990). Beneath the matrix is a waxy layer that prevents desiccation, followed by a tough envelope, the endochorion (Goldie, 1982).


  Although 64 species of simuliids have been documented in Colombia (Mantilla et al., 2013; Adler and Crosskey, 2014), little is known about their oviposition habits. We describe the oviposition behavior and structure of the eggs of S. dinellii.


  Samples were collected from 21 to 29 of December of 2011, from one stream near the road between the Otún Quimbaya wildlife refuge (4°43’N 75°33’W, 1885 m a.s.l.) and the El Cedral aquaculture station (4°42’N 75°31’W, 2119 m a.s.l.) in Risaralda State, Colombia. The region is part of the high sub-Andean forest belt (Cuatrecasas, 1958) or low humid montane rainforest (Holdridge, 1982); it is cold and humid with a mean annual temperature of 16.8°C and rainfall of 2638.5 mm. The streams were 30–40 cm wide and 10–100 cm deep with temperatures of 11.1–16.8°C (15.1±2.21) and pH of 7.06–8.34 (7.55±0.51).


  Female simuliids flying over the streams were captured with a mouth aspirator and individually transferred to 15mL plastic Falcon tubes moistened with water from the same stream. Oviposition was induced by shaking the tubes. Eggs were stored on damp towels in ambient conditions for 1–2 days to promote maturation. Females and eggs then were fixed in 80% ethanol along with pupae from the same streams. Female flies were dissected and identified using the keys of Coscarón and Coscarón-Arias (2007). Ten eggs were dehydrated in an ethanol series followed by hexamethyldisilazane (Brown, 1993), mounted on a metal stub with double-sided adhesive tape, coated with gold, and imaged with an Hitachi scanning electron microscope Model TM-3000 at 15kV in a vacuum.


  All ovipositing females were S. dinelliii, despite pupae of S. dinellii, S. ignescens Roubaud, and S. roquemayu was observed in the same stream. Oviposition behavior at one site, a 30-cm waterfall with no direct sunlight, began with slow circular flight of four–seven females above the waterfall. All females approached the water to drop their eggs while in flight. Similar oviposition behavior occurs in the related S. ochraceum complex (Rodríguez-Pérez, 2003).


  The process took several seconds, with multiple iterations, and was observed for 3 days from 11:00 to 15:00; females did not oviposit before or after this window. The timing of oviposition typically is guided by light intensity, at least in some Nearctic species, occurring predominantly in the evening or morning (Corbet, 1967; Imhoff and Smith, 1979). According to Rodríguez-Pérez et al.,(2003), some species of Neotropical black flies, such as members of the S. ochraceum complexand S. dinellii, deposit eggs in midday.


  Females (n =13) (figure 1a) collected in flight immediately oviposited on the wet sides of the plastic tubes in which they were placed. Each female deposited 1 or 2 eggs per minute, pausing for about 2 minutes each time before repeating the process. The eggs were covered in a gelatinous matrix. The number of eggs produced in the tubes per female was 127– 140, with an average of 129 (n = 12). The number of eggs produced by simuliids varies from 20 to more than 1100, depending on the species, larval nutrition, water temperature during larval development, size of the female, and quantity and quality of blood consumed (Crosskey, 1990; Adler et al., 2004). The total number of eggs produced by females of S. dinellii is still unknown. Although the number of eggs deposited in the plastic tubes is within the range of that recorded by Takaoka (1981) for the S. ochraceum complex captured while ovipositing, we assume that the females might have deposited some eggs before they were captured, so that we do not have the information on the total number of eggs produced.


  [image: ]


  Freshly laid eggs were creamy yellow, darkening as they matured (figure 1b; 1c). The eggs (n = 13) were subtriangular, more so than for S. cormonsi (Moncada et al., 2013), and were 181–193 µm (188±7.5) long and 98–131 µm (108±13.9) wide. The chorionic surface was marked by a latticework of polygonal cellular imprints with salient borders and a slight indentation in the middle of each imprint. The shape and size of the imprints varied, with those nearest the poles larger and better defined, and those in the middle third of the egg becoming imperceptible so that the surface appeared nearly smooth (Fig. 2a; 2b).


  [image: ]


  The microstructure of the endochorion of S. dinellii contrasts with that of Simulium vittatum (Goldie, 1982), which has smoother eggs with imperceptible microsculpture and a well-developed micropyle. Thus, surface patterns of the endochorion might be characteristic at certain taxonomic levels. The absence of a micropyle is not unique to S. dinellii. The European S. posticatum Meigen also lacks a micropyle, the sperm presumably entering the egg enzymatically (Crosskey, 1990). Egg structure is a diagnostic feature among species of other dipteran families, such as the Culicidae (Estrada et al., 2003), but its potential for distinguishing species of simuliids is unexplored.
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  RESUMEN


  Los insectos relacionados con la transmisión de los patógenos causantes de las leishmaniasis han sido poco estudiados en la Sierra Nevada de Santa Marta, Colombia, incluido el departamento de Magdalena, donde a la fecha están registradas trece especies del género Lutzomyia. En la presente nota se informa el hallazgo de tres especies y un subgénero adicionales en la región. Se recolectaron 885 flebotomíneos en Seywiaka y las veredas Las Tinajas y Calabazo, estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta (117-130 m s.n.m.). El 84 % de los ejemplares se obtuvieron con trampa CDC, el 11 % con trampa Shannon y el 5 % fueron capturados, en reposo, con un dispositivo eléctrico de succión. Se identificaron nueve especies, Lu. gomezi, Lu. panamensis, Lu. trinidadensis, Lu. carpenteri, Lu. evansi, Lu. dysponeta, Lu. dubitans, Lu. shannoni, y Lu. micropyga, la más abundante fue Lu. gomezi (69 %), seguida por Lu. panamensis (14 %). También se recolectaron ejemplares de la serie Lu. osornoi del subgénero Helcocyrtomyia. Entre el material hallado sobresalen Lu. carpenteri, Lu. dubitans y Lu. dysponeta como primeros registros para el departamento del Magdalena, además de Lu. (Helcocyrtomyia) sp., que representa el primer informe del subgénero en el Caribe colombiano.


  Palabras clave: Colombia, leishmaniasis, Lutzomyia, Magdalena, Psychodidae.


  ABSTRACT


  Phlebotomine sand flies, vectors of leishmaniasis, have not been well studied in the Sierra Nevada de Santa Marta, and likewise, are not well known in other regions of the Department of Magdalena, Colombia. To date only thirteen species of Lutzomyia have been recorded as occurring in the Department. The present note adds three species and includes an additional subgenus. Collections were made in the lower foothills of the Sierra Nevada de Santa Marta at elevations ranging from 117–130 m in the communities of Seywiaka, Las Tinajas and Calabazo. Eighty-four percent of the 885 phlebotomines sand flies collected were obtained from CDC light traps, 11 % from Shannon trap and 5 % from typical resting sites using an electric aspirator. The following nine species were identified from the collections: Lutzomyia gomezi, Lu. panamensis, Lu. trinidadensis, Lu. carpenteri, Lu. evansi, Lu. dysponeta, Lu. dubitans, Lu. shannoni, and Lu. micropyga. The most abundant species were Lu. gomezi and Lu. panamensis, which, respectively, accounted for 69 % and 14 % of the specimens. Of the nine species, Lu. carpenteri, Lu. dubitans and Lu. dysponeta represent new records for the Department of Magdalena. Also, a few female specimens were encountered of a species belonging to the Lu. osornoi series of the subgenus Helcocyrtomyia, which represents the first record of this subgenus in the Caribbean region of Colombia.


  Keywords: Colombia, leishmaniasis, Lutzomyia, Magdalena, Psychodidae.

  


  En el año 2012 se registraron 27 casos de leishmaniasis cutánea y mucocutánea (Gómez y Zambrano, 2012) en el departamento del Magdalena, Colombia. Esta enfermedad se deriva de la infección con parásitos del género Leishmania (Ross, 1903), los cuales son transmitidos por insectos flebotomíneos. De las 164 especies de flebotomíneos encontradas en Colombia, trece están registradas en Magdalena (Bejarano, 2006), Lutzomyia atroclavata (Knab, 1913), Lu. cayennensis cayennensis (Floch y Abonnenc, 1941), Lu. evansi (Nuñez-Tovar, 1924), Lu. gomezi (Nitzulescu, 1931), Lu. micropyga (Mangabeira, 1942), Lu. migonei (Franca, 1920), Lu. bicolor Fairchild y Theodor, 1971, Lu. ovallesi (Ortíz, 1952), Lu. punctigeniculata (Floch y Abonnenc, 1944), Lu. rangeliana (Ortíz, 1952), Lu. shannoni (Dyar, 1929), Lu. trinidadensis (Newstead, 1922) y Lu. venezuelensis (Floch y Abonnenc, 1948), aunque se desconoce cuáles de éstas son vectores en la zona. La presente nota informa el hallazgo de tres especies y un subgénero adicional de Lutzomyia França, 1924, en esta región.


  El estudio se llevó a cabo en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta, considerada la elevación costera más alta del mundo, al alcanzar una elevación de 5775 m s.n.m., a tan solo 42 Km del mar Caribe. Se estima que se originó antes que Los Andes, de los cuales está aislada, por lo cual presenta una alta tasa de endemismo (Beckendorf, 2011). Los muestreos se desarrollaron en Seywiaka (11°13.042', 73°34.786'; 64 m s.n.m.), y en las veredas Calabazo (Granja Experimental Tayronaka, 11°17'07,749", 73°59'34,161"; 130 m s.n.m.) y Las Tinajas (Reserva Kalashé, 11°16'21,702", 74°05'07,543"; 117 m s.n.m.), el 20 de octubre de 2012, y 2 al 4 de mayo de 2013. Las dos primeras presentan bosque húmedo tropical, mientras que en la última se encuentra un bosque seco tropical. Los flebotomíneos se colectaron con dos tipos de trampa con atrayentes, que fueron Shannon y CDC, y un método sin atrayente, que consistió en la captura de adultos, en sitios de reposo diurno, con un dispositivo eléctrico de succión. La trampa Shannon, en la que los recolectores fueron considerados como parte integral de la misma (Alexander, 2000), fue operada durante una noche por tres personas, entre las 19:00 y 21:00 horas, en la vereda Seywiaka, y entre las 19:30 y 21:00 horas, en la vereda Calabazo, lo que sumado corresponde a un esfuerzo total de captura de 10,5 horas.


  Adicionalmente, en la vereda Calabazo se distribuyeron 11 trampas CDC en un trayecto de 1,5 Km, y en la vereda Las Tinajas se instalaron 13 trampas CDC en un trayecto de 1,8 km, éstas funcionaron entre las 18:00 y 06:00 horas, durante una sola noche, para un total de 288 horas de muestreo. En Las Tinajas y Calabazo, se utilizaron además dos dispositivos eléctricos de succión, para colectar flebotomíneos, en reposo, sobre vegetación y rocas, a lo largo de 1,5 km, durante tres horas diurnas, que sumaron 12 horas de muestreo. Los ejemplares capturados fueron clarificados en KOH 10 %, el 90 % del material colectado se identificó en fresco, con esencia de clavo, en tanto que el 10 % se montó de manera permanente en resina Euparal ®. La determinación de especie se basó en las claves taxonómicas de Young y Duncan (1994), y Galati (2013), la clasificación taxonómica final corresponde a la tradicional que reconoce tres géneros en América, Lutzomyia, Brumptomyia França y Parrot, 1921 y Warileya Hertig, 1948. Por último, se calculó el número absoluto y porcentual de individuos para cada especie flebotomínea distribuido por método y localidad de captura.


  En total se recolectaron 885 flebotomíneos, la mayoría de estos en la trampa CDC (84 %), porcentaje que, aunque dista del obtenido con la trampa Shannon (11 %) y en reposo (5 %), podría atribuirse a las diferencias en el esfuerzo de muestreo entre los tres métodos. Es importante destacar que la mayoría de los especímenes obtenidos por Shannon se colectaron mientras intentaban picar a los colectores. El número de especies identificadas fue nueve (Tabla 1.), de las cuales la más abundante Lu. gomezi (69 %), seguida por Lu. panamensis (14 %), ambas reconocidas como vectores de Leishmania spp. en algunas localidades de Colombia y Latinoamérica (Santamaría et al., 2006; Maroli et al., 2013). Dentro de las demás especies encontradas destacan Lu. carpenteri, Lu. dysponeta y Lu. dubitans, que aunque no se les ha imputado un papel vectorial, se registran por primera vez en el departamento del Magdalena, al igual que ejemplares de la serie Lu. osornoi Galati y Cáceres, 1994, del subgénero Helcocyrtomyia Barretto, 1962, en los cuales no fue posible precisar la especie por tratarse de hembras.
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  Según Young y Duncan (1994), Lu. carpenteri pertenece al Grupo Aragaoi Theodor, 1965, del género Lutzomyia, en tanto que Galati (2013) la clasifica dentro del género Psathyromyia Barretto, 1962, subgénero Forattiniella Vargas, 1978. El único registro previo de la especie en el Caribe colombiano, proviene del departamento de Sucre (Perez-Doria et al., 2008), y su distribución en Colombia (Bejarano, 2006) incluye además a Antioquia, Caldas (Contreras-Gutiérrez et al., 2014), Chocó, Cundinamarca, Guainía (Flórez y Ferro, 2007), Guaviare (Cabrera et al., 2009), Huila (Carvajal et al., 2003), Santander (Arismendi-Solano, 2005) y Tolima (Marín-Casas et al., 2008). Lu. dysponeta integra el subgénero Pressatia Mangabeira, 1942, del género Lutzomyia según Young y Duncan, 1994, pero es categorizada dentro del género Pressatia en la clasificación de Galati (2013). Su distribución en Colombia abarca los departamentos de Boyacá, Chocó, Guaviare (Cabrera et al., 2009), Meta, Nariño y Tolima (Romero-Ricardo et al., 2012), por lo tanto el presente informe es el primero para el Magdalena y el litoral Caribe.


  Por otro lado, Lu. dubitans es ubicada en el grupo Migonei Theodor, 1965, del género Lutzomyia por Young y Duncan (1994), mientras que Galati (2013) la cataloga en el género Evandromyia Mangabeira, 1941, subgénero Aldamyia Galati, 1995. En el Caribe, la especie está registrada en los departamentos de Atlántico (Maestre-Serrano et al., 2010), Bolívar (Cortés, 2006), Córdoba, La Guajira y Sucre, y se extiende en el territorio nacional por los departamentos de Antioquia, Arauca (Turriago et al., 2007), Boyacá, Cundinamarca, Huila, Nariño (Travi et al., 1988), Norte de Santander, Santander, Tolima y Valle del Cauca (Bejarano, 2006). Entre los nuevos registros también se encuentra Helcocyrtomyia que constituye el primer hallazgo del subgénero en la costa Caribe. Este subgénero agrupa a importantes vectores de Leishmania spp., entre los cuales está Lu. hartmanni (Fairchild y Hertig, 1957), transmisor de Le. colombiensis Kreutzer et al. 1991, en Colombia (Maroli et al., 2013).


  Con la excepción de los focos de leishmaniasis de Córdoba y Sucre, el componente entomológico de la leishmaniasis ha sido poco estudiado en la región Caribe, por lo tanto el hallazgo de Lu. carpenteri, Lu. dysponeta, Lu. dubitans y Lu. (Helcocyrtomyia) sp., contribuyen a conocer la fauna de flebotomíneos de la Sierra Nevada de Santa Marta, donde, como en la mayor parte del país, se desconocen los vectores relacionados con la transmisión del parásito al humano. Es de esperar, por las características biogeográficas particulares de la Sierra Nevada de Santa Marta, que la diversidad de especies de flebotomíneos en el Magdalena supere ampliamente la encontrada en otros departamentos de la costa Caribe (Pérez-Doria et al., 2009; Romero-Ricardo et al., 2013). Sin embargo, se requieren muestreos entomológicos sistemáticos para precisar las especies allí presentes, conocimiento que serviría de base para estudios de incriminación vectorial.


  En conclusión, se hallaron nueve especies de flebotomíneos en la Sierra Nevada de Santa Marta, entre las cuales sobresalieron, por su abundancia, Lu. gomezi y Lu. panamensis, que están reconocidas como vectores en otras regiones del país. Adicionalmente, el subgénero Helcocyrtomyia, representado por la serie Lu. osornoi, se registra por primera vez en el litoral Caribe de Colombia, a lo cual se suma el primer informe de la presencia de Lu. carpenteri, Lu. dubitans y Lu. dysponeta en el departamento de Magdalena.
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  RESUMEN


  En este estudio se aportan datos sobre la morfohistología testicular de Hypsiboas pulchellus durante el período reproductivo con el fin de conocer aspectos de su biología reproductiva. Los testículos, ovoides y amarillentos de 4,64 ± 0,48 mm de largo por 2,05 ± 0,23 mm de ancho, están rodeados por la túnica albugínea que mide 5,60 ± 0,82 µm. Internamente presentan lóculos seminíferos de 257,47 ± 58,25 µm de diámetro, distinguiéndose en ellos cistos con células espermatogénicas asociadas a células de Sertoli. Existe escaso tejido intersticial. Las espermatogonias I son las células más grandes de la serie germinal (14,34 ± 1,74 µm), estas originan a las espermatogonias II (10,14 ± 1,33 µm). Los espermatocitos I presentan la cromatina levemente condensada midiendo 9,34 ± 0,32 µm. Los espermatocitos II miden 8,12 ± 1,07 µm. Las espermátidas I son esféricas, miden 7,61 ± 1,45 µm, y se agrupan en cistos redondeados. Las espermátidas II, en cambio, son alargadas, no hallándoselas dentro de cistos (4,09 ± 0,51 µm). Los espermatozoides, alargados y flagelados, se hallan libres en el centro del lóculo. La morfohistología de los testículos analizados muestra características similares a las observadas en otros anfibios neotropicales, y presentan todas las células del linaje espermatogénico en un mismo lóculo.


  Palabras clave: anfibio neotropical, biología reproductiva, histología testicular.


  ABSTRACT


  In this study, data concerning to the morphological testicular features of Hypsiboas pulchellus during the breeding season is provided, in order to know aspects of their reproductive biology. The testis, ovoid and yellowish with 4.64 ± 0.48 mm length and 2.05 ± 0.23 mm wide, are surrounded by the tunica albuginea which measures 5.60 ± 0.82 µm. The seminiferous locules, placed internally, measure 257.47 ± 58.25 µm in diameter, and cysts with spermatogenic cells associated with Sertoli cells are distinguished in them. The interstitial tissue is scarce. The biggest cells of the germinal series are the spermatogonia I (14.34 ± 1.74 µm), from which spermatogonia II (10.14 ± 1.33 µm) originate. Spermatocytes I measure 9.34 ± 0.32 µm and have slightly condensed chromatin. The spermatocytes II are 8.12 ± 1.07 µm long. The spermatids I are spherical, grouped in rounded cysts, and measure 7.61 ± 1.45 µm. On the other hand, spermatids II are elongated (4.09 ± 0.51 µm) and not within the cysts. Towards the center of the loculus, the free, lengthened and flagellated spermatozoids are located. The morphohistology of the analyzed testicles show similarities with those observed in other neotropical amphibians, being all the cells of the spermatogenic lineage in the same locule.


  Keywords: neotropical amphibian, reproductive biology, testicular histology.

  


  Desde hace años los anfibios se hallan en una pronunciada declinación numérica a nivel mundial (Blaustein et al., 1994). Por esto, conocer aspectos sobre su biología reproductiva permitirá diseñar e implementar estrategias para su protección y conservación. La biología reproductiva se define como el conjunto de caracteres morfofisiológicos y etológicos que permite la producción de una cantidad apropiada de descendientes adaptados al ambiente (Duellman y Trueb, 1994). Forman parte de dicho conjunto de características la morfohistología gonadal. El objetivo de este trabajo fue aportar datos sobre la morfohistología del testículo de Hypsiboas pulchellus durante la época reproductiva. El presente estudio se realizó en humedales próximos a la localidad de Ucacha (33#º 01´S; 63#º 30´W), provincia de Córdoba, República Argentina.


  Se capturaron a mano, en horario nocturno, cuatro machos adultos de H. pulchellus el 3 de enero de 2010, en plena época reproductiva. Luego de colectados los animales fueron acondicionados en recipientes de plástico conteniendo agua, y transportados al laboratorio. Al día siguiente se anestesiaron y sacrificaron utilizando benzocaína disuelta en agua. Posteriormente se les practicó una incisión en la pared abdominal y se les extrajeron los órganos reproductores. Los testículos se fijaron en solución de Bouin durante ocho horas y se conservaron en alcohol etílico al 70 %. Los especímenes se hallan depositados en la Colección Herpetológica de la Cátedra de Anatomía Comparada de la Facultad de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales de la Universidad Nacional de Córdoba bajo la numeración AC 811-814.


  Este estudio se llevó a cabo siguiendo el protocolo establecido por la Comisión Europea (Close et al., 1995). Es importante señalar que se hizo todo lo posible para minimizar el sufrimiento durante el sacrificio de los individuos.


  Macroscópicamente se midieron las gónadas empleando un calibre digital Mahr 16 ES de precisión 0,01mm de origen alemán. Luego, se deshidrataron en alcoholes de graduación creciente, se aclararon en xilol y se las incluyó en parafina (Prophet et al., 1995). Se realizaron cortes seriados a 8 µm de espesor, los que se tiñeron con hematoxilina de Harris-eosina y tricrómica de Masson.


  Para el estudio morfohistológico se analizaron veinte cortes de cada espécimen a intervalos regulares y con la ayuda de una cámara digital (Zeiss AxioCam ERc 5s, de origen alemán), adosada a un microscopio triocular Zeiss Primo Star, de origen alemán, se midieron las diferentes células utilizando el programa AxioVision 4.0 V 4.8.2.0. Para la identificación de los distintos tipos de células espermatogénicas se consultaron los estudios realizados por Jamieson (2003), Ferreira et al., (2008), Carezzano y Cabrera (2010), Carezzano et al., (2013a) y Carezzano et al., (2013b).


  Los testículos de H. pulchellus son órganos pares, ovoides, de color amarillo claro de 4,64 ± 0,48 mm de largo por 2,05 ± 0,23 mm de ancho. Están revestidos por la túnica albugínea (5,60 ± 0,82 µm) formada por tejido conectivo denso, en el que predominan fibras de colágeno. En su interior se hallan numerosos lóculos seminíferos que miden 257,47 ± 58,25 µm de diámetro. Cada lóculo presenta varios cistos espermatogénicos. A su vez, cada cisto está formado por células germinales en una misma etapa de diferenciación, las que se asocian morfofuncionalmente a células de Sertoli (Fig. 1). Rodeando los lóculos se observa la túnica propia, formada por tejido conectivo laxo y por células peritubulares planas (Fig. 2). El tejido intersticial es escaso y en él se destacan las células de Leydig, poliédricas y con un núcleo central esférico (Fig. 2). Los cistos con espermatogonias están próximos a la pared del lóculo, pudiéndose diferenciar entre espermatogonias I y espermatogonias II. Las células más grandes corresponden a las espermatogonias I (14,34 ± 1,74 µm), se halla una por cisto y presentan escasa cromatina granular y su núcleo es multilobular; las espermatogonias II, son más pequeñas (10,14 ± 1,33 µm), y con la cromatina menos dispersa (Figs. 1 y 2). Los espermatocitos I son más chicos que sus precedentes (9,34 ± 0,32 µm) y en ellos se observan variadas formaciones y aspectos de la cromatina. Los espermatocitos II son aún más pequeños (8,12 ± 1,07 µm) y se observan más teñidos (Figs. 1 y 2). Las espermátidas son células multiformes, cuya forma varía de esférica a alargada. Se identificaron espermátidas I y II. Las primeras son células esféricas y están agrupadas en cistos redondeados, su diámetro fue de 4,09 ± 0,51 µm; mientras que las espermátidas II, son células alargadas que no se hallan dentro de cistos, pero que se organizan en paquetes asociadas a células de Sertoli (Figs. 1 y 2). En la luz de los lóculos se observan espermatozoides flagelados, células alargadas, que presentan un núcleo fuertemente basófilo debido a la intensa compactación nuclear que refleja la abundante presencia de heterocromatina (Figs. 1 y 2).


  [image: ]


  [image: ]


  El análisis de los testículos indica que los cuatro ejemplares estaban en la misma etapa gametogénica y presentan una arquitectura similar a la descrita en otras especies de anuros neotropicales como Allobates femoralis (Asenjo et al., 2011), C. caudiverbera (Hermosilla et al, 1983), Ceratophrys ornata (Carezzano et al., 2013b), Dendropsophus minutus (Santos y Oliveira, 2007), D. nanus (Ferreira et al., 2009), Leptodactylus chaquensis (Ferreira et al., 2009), L. podicipinus (Ferreira et al., 2009), Odontophrynus americanus (Carezzano et al., 2013a), Physalaemus cuvieri (Oliveira et al., 2002), P. nattereri (Oliveira y Zieri, 2005), P. biligonigerus (Carezzano y Cabrera, 2010), Pseudis limellum (Ferreira et al., 2008, 2009), P. paradoxa (Ferreira et al., 2009) y Scinax acuminatus (Ferreira et al., 2009).
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  ABSTRACT


  We report a new population of the Hooded Anpitta (Grallariculla cucullata) in the Central Andes of Colombia, a threatened bird species inhabiting montane cloud forests in Colombian and Venezuelan Andes. We present capture-rate data, which suggest the occurrence of a resident with the highest population size reported for this bird species.


  Keywords: Colombian Andes, Grallaricula, Quindío, threatened species.


  RESUMEN


  Presentamos una nueva población del Tororoi Cabecirrufo (Grallariculla cucullata), una especie de ave amenazada de los bosques montanos nublados de los Andes de Colombia y Venezuela. Presentamos datos de tasas de captura que indican la presencia de una población residente con el tamaño poblacional más alto reportado para la especie.


  Palabras clave: Andes colombianos, especies amenazadas, Grallaricula, Quindío.

  


  The small birds of the genus Grallaricula comprise eight species that inhabit Andean forests of Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, and Bolivia. The natural history for most species of this genus is scarce (Krabbe and Schulenberg, 2003; Niklison et al., 2008). The Hooded Antpitta, Grallariculla cucullata (Sclater, 1856), is found in Colombia and Venezuela, and it is hard to see because of small size and sudden movements. There are only few vouchers of this species in ornithological collections and some field observations (Gertler, 1977; Ridgely and Tudor, 1994; Salaman et al., 2002; Downing, 2005; Salaman et al., 2007; Ayerbe-Quiñones et al., 2008). Currently, the Hooded Antpitta is categorized as vulnerable worldwide (Birdlife International, 2011); however, it is considered as near threatened in Colombia, where its numbers have decreased due to deforestation (Renjifo et al., 2002). It is a small plump Antpitta with bright orange bill, bright orange-rufous head and throat, olive-brown above, grey below with narrow white crescent across chest, white belly, and lower breast (Hilty and Brown, 1986; Ridgely and Tudor, 1994). This species can be more usually detected by mist netting than by direct sights and their voice is unknown (Ridgely and Tudor, 1994).


  The Hooded Antpitta inhabits dense understory of humid Andean montane mature and secondary forests between 1500 and 2700 m a.s.l., and it has a discontinuous distribution in the three Andes ranges of Colombia (G. cucullata cucullata) and in Táchira and Apure states, Venezuela (G. cucullata venezuelana) (Hilty and Brown, 1986; Ridgely and Tudor, 1994; Birdlife International, 2011). In Colombia, its range extends from Cauca to Antioquia department (Fig. 1). Records of this species are based on field collections, with most records in Cauca and Huila (Fig. 1, Table 1). Local extinctions have been reported for the Hooded Antpitta in the Farallones de Cali (Collar et al., 1992), but there are recent reports near to this locality (Downing and Hickman, 2004). Here, we present a new population for the Hooded Antpitta in the Central Andes.
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  This species was previously reported by Arbeláez-Cortés et al., (2011) in Quindío department, but in this work, we present the evidence of the highest population size found for this species.


  Between February and June 2010 at the Finca Los Andes, Vereda Boquia, Municipality of Salento, Quindío Department, on the western slope of Central Andes of Colombia (4#º41'N 75#º 33'W, 2400 m a.s.l.), we found a small permanent population of Hooded Antpitta (Fig. 2). The area comprises 262 ha of fragmented natural forests intermixed with Pinus spp., and Eucalyptus sp. plantations, near to La Patasola Natural Reserve, which are owned by Smurfit Kappa Cartón de Colombia (Fig. 2). We set up ten mist nets for four days twice a month, in different sites of secondary and mature forests (2630 hours/net). We caught ten individuals of G. cucullata, one of them recaptured. The tip of one tail feather of each bird was cut to facilitate the individual recognition. Then, birds were released near sites of captures.
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  None caught bird showed any evidence of breeding or molting. We detected the Hooded Antpitta mainly during the mist netting and in one occasion, an individual was observed in the understory, perching near the ground. Almost all individuals were caught in mature forests (90% of total) and during the mornings between 6:30h to 10:30h (80% of the total). We caught between one to five birds per sampling, with a higher rate on May 16 when four adults and a sub adult were caught, indicating that this species is resident and breeding in the area.


  The high rate of captures of G. cucullata in this locality contrasts with the low number of reports in other localities (Bohórquez, 2002; Renjifo et al., 2002; Salaman et al., 2002; Downing, 2005), where only one to six individuals were caught during a short sampling period or during several years. For example, in Serranía de los Churumbelos, Cauca (3800 hours/net) four individuals were captured (Salaman et al., 2002); in Ucumarí Natural Reserve, Risaralda (unknown effort), six individuals were banded between April 1998 and February 1999 (W. Beltran, data unpublished); in Cueva de los Guácharos National Park, Huila, two individuals were captured (2150 hours/net); and in Serranía de los Picachos, Caquetá (1136 hours/net) one bird was captured.


  Our data could be indicating that the population size of the Hooded Antpitta in Salento, Quindío is relatively high. In that way, our record is key because this area is important for conservation of a permanent population of this species as it is located in the Important Bird Area La Patasola (IBA CO051) near to Los Nevados National Park. However, the Hooded Antpitta could be threatened as consequence of the increased timber extraction in pine plantations (Pinus sp.) carried out by Smurfit Kappa Carton Colombia in the study area. The information collected in this study suggests that the species might have a continuous distribution in the Central Andes of Colombia, and it is can be also found in other Andean forests (Fig. 1), that have not been explored in detail.
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  ABSTRACT


  Potato yellow vein virus (PYVV), a virus with tripartite RNA (ss+) genome is classified as member of the genus Crinivirus within the family Closteoviridae. PYVV is the causal agent of potato yellow vein disease (PYVD) with yield loss between 25 %–50 % in field. Single strand conformational polymorphism (SSCP) has been reported to estimate variability in different viruses' species. In this study, the molecular variability of PYVV analyzed by SSCP patterns of three genes: major capsid protein (CP), minor capsid protein (CPm), and heat shock protein (Hsp70) obtained from 60 virus isolates from potato plants expressing PYVD. Leaves collected in Nariño, Colombia from 30 Solanum tuberosum Phureja Group (PhG) and 30 from the Andigena Group (AG). Genes amplified by RT-PCR and the purified PCR products used for SSCP. Three SSCP patterns detected for the CP gene, 12 for CPm and 12 for Hsp70. The pattern C was the most frequent for the Hsp70 gene and the pattern IV (33.3 %) for CPm gene in the Andigena Group. The pattern 1 for CP gene was present in 93.3 % of both host groups, indicating low number of variants compared to the CPm and Hsp70 genes. This is the first attempt to estimate intra e inter PYVV variability by the use of a simple molecular method considering three genes in a large group of potato samples affected by PYVD. SSCP technique was useful to evaluate the viral variability.


  Keywords: Closteroviridae, potato, variability, viral proteins.


  RESUMEN


  Potato yellow vein virus o virus del amarillamiento de venas de la hoja de la papa (PYVV) es un virus RNA tripartito (ss+) de la familia Closteroviridae género Crinivirus que causa la enfermedad de amarillamiento de nervaduras de la hoja de papa (PYVD) reduciendo la productividad, entre el 25 % y 50 %. La técnica de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) ha sido usada para estimar la variabilidad en diferentes especies de virus. En el presente trabajo se analizó la variabilidad molecular de 60 aislados de PYVV a partir de la comparación de tres genes: el gen de la proteína mayor de la cápside (CP), proteína menor de la cápside (CPm) y la proteína de choque térmico (Hsp70). Los aislados se obtuvieron de dos grupos de Solanum tuberosum: 30 del Grupo Phureja (GPh) y 30 del Grupo Andígena (GA), provenientes del departamento de Nariño, Colombia. Los genes se amplificaron por RT-PCR y los productos purificados se emplearon para SSCP en geles de poliacrilamida. Se detectaron tres perfiles de SSCP para el gen CP, 12 para el CPm y 12 para el Hsp70. Para el GA el perfil más frecuente del gen Hsp70 fue el perfil C (66,6 %) y para el gen CPm fue el IV (33,3 %). Para el gen CP, el patrón uno se encontró en el 93,3 % de los aislados, indicando menor variabilidad. Esta es la primera estimación de variabilidad de PYVV en diferentes genes y a través de una técnica molecular simple.
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  RNA viruses characterized by high genetic variability, which is attributed mainly to the absence of RNA dependent RNA polymerase (RdRp) repair activity (Domingo and Holland, 1997). The viruses arises their genetic variation and adaptation through mutation and recombination mechanisms. Variability among members of the family Closteroviridae has been investigated (Rubio et al., 2001; Lozano et al., 2009; Rodríguez et al., 2009). The heat shock protein (Hsp70), minor capsid protein (CPm), and coat major protein (CP) genes are the "hallmark" of this family and have been the target for studies of variability and evolution in all family members (Rubio et al., 2001; Martelli et al., 2002; Essakhi et al., 2006; Lozano et al., 2009). Products of these three genes are structural participating in virion stability, cell-to-cell movement and vector transmission (Napuli et al., 2000; Dolja et al., 2006; Alzhanova et al., 2007).


  Potato yellow vein virus (PYVV) is a re-emergent and quarantine virus (EPPO. Data sheet on quarentine pest) classified as a member of the Crinivirus genus within the family Closteroviridae (Salazar et al., 2000). PYVV has a tripartite single stranded RNA genome with positive polarity and is limited to the plant phloem (Salazar et al., 2000; Livieratos et al., 2004). It is the causal agent of potato vein yellow disease (PYVD) (Salazar et al., 2000), and affects different potato varieties in Andean countries, such as Colombia, Peru, Venezuela, and Ecuador (Salazar et al., 2000) causing losses of 25- 50 % in yield (Salazar, 1998; Zapata et al., 2004; Guzmán-Barney et al., 2012; Guzmán-Barney et al., 2013).


  The PYVV variability studies have been limited to the coat major protein indicating low variability by single-strand conformation polymorphism (SSCP) (Offei et al., 2004), by restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Guzman et al., 2006) and CP sequences (Offei et al., 2004; Rodríguez et al., 2009; Rodríguez et al., 2010). Currently the variability of the coat protein detected slightly higher by sequence analysis (Chaves-Bedoya et al., 2013). Considering the low variability reported for PYVV based on the CP gene analysis by different technical approaches, it could be hope a major variability in different genes of PYVV genome. To evaluate this hypothesis, molecular variability of PYVV was investigated in 60 isolates from Phureja and Andigena Groups of Solanum tuberosum harvested in southwestern Colombia. The SSCPs patterns was analyzed for three genes (CP, CPm, and Hsp70) to estimate inter and intra variability.


  The SSCP method has been used to estimates the molecular variability of different viruses as Citrus tristeza virus. It is based on the conformational changes acquired by mutant DNA strands that are visualized following migration in a polyacrylamide gel under non-denaturing conditions (Rubio et al., 1996). The uneven migration of DNA strands is evidenced by the presence of two bands with different electrophoretic mobilities. If one of the chains has a mutation it migrates differently in relation to the other chain and could be detected as a variant. PCR products digested with enzymes show more than one fragment with different migration patterns.


  Sixty PYVV isolates were obtained from potato leaves exhibiting symptoms of PYVD. The leaves were collected from 30 Solanum tuberosum Group Phureja (PhG) (criolla native) and 30 Group Andígena (AG) plants (yearly potato). The double-stranded viral RNA (dsRNA) was extracted from samples previously pulverized in liquid nitrogen, using phenol-chloroform (1:1) and purification in Sephadex G50 columns (Guzmán et al., 2006).


  Specific CP, CPm, and Hsp70 primers were designed based on the alignment of sequences reported in GenBank (GenBank: AJ557128.1, AJ557129.1, AJ508757.2; Livieratos et al., 2004; Rozen et al., 2000) using the PRIMER3 software (Rozen and Skaletsky, 2000). For the CP gene, the forward and reverse primers were 5´ CTCGAGGATCCTCATGGAAATCCGATC 3´ and 5' CTACTCAATAGAT CCTGCTA 3´, respectively. For the CPmgene, the primers were 5´ ATGGATAAGTCTGTTTTAGATG 3´ and 5´ TCAAAAGTTTTGATTCACATTC 3´ and for Hsp70 were 5´ TGCCCTCTATCTTCAATACCAG 3´ and 5´ CACTTCAAAAATTATCCTACAAAGTGA 3´. To sequence the CPm gene, an internal primer 5´ TCTCTCCAGATCAGGCCAAT 3´ was used. The size of the expected amplified fragments was 768, 2,024 and 1,664 base pairs for the CP, CPm and Hsp70 genes, respectively.


  RNA was amplified using two-step RT-PCR. RT reaction consisted of 8 μL RNA, 20 U/μL MMLV reverse transcripatase, 4 U/μL 1X Buffer MMLV, 1 mM dNTPs, and 0.24 μM reverse primer in a final volume of 25 μL. This reaction was performed at 42 °C for 1 h. For the PCR, 4 μL of the RT reaction, 3.75 U/μL Taq polymerase Accuzyme, 1.875 U/μL Biolase, 1X Accuzyme Buffer, 1 mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs, and 0.4 μM of each primer was used. The final volume of the reaction was 25 μL. Amplification conditions were 1 cycle at 94 °C for 3 min, 35 cycles at 94 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, and 68 °C for 1 min for the Hsp70 and CP genes and 1.30 min for the CPm gene. Finally, an extension at 68 °C for 10 min was performed. The PCR products were purified using the Wizard® SV Gel kit and the PCR Clean-Up System (Promega) and quantified using the QubitTM dsDNA HS kit (Invitrogen). The amplified CPm (2.024 nt) and Hsp70 (1.664 nt) gene products were digested using restriction enzymes to produce shorter fragments in order to obtain higher resolution of migration products using the SSCP method (Rubio et al., 1996). The Hsp70 gene was digested using EcoRI to produce two fragments of 924 and 740 nucleotides. The CPm gene was digested with BstYI to produce four fragments of 636, 528, 622, and 239 nucleotides. The CP gene was not digested. The digestion was performed for 4 h at 37 °C.


  For each gene, 3 μL (approximately 6 ng/μL) of the PCR product was collected and mixed with 7 μL of denaturing loading buffer (95 % formamide, 20 mM EDTA, and 0.05 % xylencyanol and bromophenol blue). The samples were denatured by boiling (92 °C for 10 min followed by ten min on ice) and separated by electrophoresis in 8 % polyacrylamide acrylamide-bisacrylamide (29:1) gels under non-denaturing conditions. The CP gene was electrophoresed for four hours, the Hsp70 gene for 4.5 hours, and the CPm gene for three hours, according to the size of the PCR products. The gels were run at a constant 200v at 4 °C (Chare and Holmes, 2004; Guzman et al., 2006) and stained using silver nitrate following the Beidler method (Beidler et al., 1982). The SSCP patterns specific for each gene were analyzed using Quantiti one 4.1 software (BioRad) according to the number of bands (presence or absence), which indicates variability between different virus isolates present in each plant sample. Profiles were classified according to the gene for each host as follows: for the CP gene Arabic numbers (1, 2, 3, etc.); for the Hsp70 gene capital letters (A,B,C, up to N) and for the CPm gene Roman numerals (I, II, III, up to XI). The λ HindIII molecular weight marker was used as a reference for migration in the polyacrylamide gel.


  The different SSCP patterns (simple and complex) determined for each gene are illustrated in Fig.1. Six different patterns were obtained for each host in the CPm gene (PhG host: III, V, VI, VII, X, XI and AG host: I, II, III, IV, VIII, IX), only the pattern III was common in both hosts. Eight different patterns were obtained for the PhG host: E,F,G,H,K,L,M,N and 6 different patterns for the AG hosts: A,B,C,D,I, J (Fig. 1B) in the Hsp70 gene. For the CP gene, only three simple patterns were detected, as illustrated Fig. 1C (patterns 1-3). The distribution of each SSCP pattern, related to each gene and host are summarized in the table 1. The pattern most frequent for the Hsp70 gene was C (66.6%), the pattern IV (33.3%) for the CPm gene and the pattern 1 was present in 93.3% of the isolates for the CP gene.
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  The comparison of SSCP patterns indicated the highest variability in the CPm gene in both hosts, followed by Hsp70 and the CP gene exhibiting the lowest variability.


  The SSCP patterns found in this study does not suggest the filtering of a specific variant PYVV into a specific host but rather the random distribution of variants, because different patterns are distributed in the two hosts.


  This is the first attempt to evaluate variability of PYVV regarding the migration patterns of three genes biologically important for the virus, due to participate in protection, cell-to-cell movement and vector transmission. The variability data of PYVV using different genetic information is interesting for future improvement programs and biological and evolution information. SSCP is easy to perform and gives a first view of virus variability. Nevertheless, further studies with samples from other Colombian regions will be important to determine the possible presence of more SSCP profiles for each gene, their variability, and their relationship with symptom expression and host specificity.
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  ABSTRACT


  We report an unusual biomass of floating Sargassum, composed of the species S. fluitans and S. natans, that reached the northeastern coast of San Andres island in September 2014. The time and size of the event is unprecedented to the island.


  Keywords: drifting algae, Sargassum, San Andres island, unusual biomass.


  RESUMEN


  Se reporta la llegada de una biomasa inusual de Sargassum flotante, compuesta por las especies S. fluitans y S. natans, a la costa nororiental de la isla de San Andrés. La época y el tamaño del evento nunca habían sido reportados anteriormente para la isla.


  Palabras clave: algas flotantes, biomasa inusual, San Andrés isla, Sargassum.

  


  Golden tides of pelagic Sargassum have been a recurrent event in the Caribbean Sea and the Gulf of Mexico, where great biomass of these algae is periodically washed ashore. The Sargasso Sea offshore the coast of Florida, has always been considered the source of this drift biomass beaching along the coastline of the Antilles and the Gulf of Mexico.


  With the trade winds blowing in North-east to South west direction in the second part of the year, drifting algae coming from Sargasso Sea are a common event from September to January (Moreira and Alfonso, 2013).


  Periodically, the volume of these floating algae has increased. For example, the increase of the golden tides during 1980s and 1990s in the Gulf of Mexico was associated to nutrification in the Gulf due to higher nutrient loads of the Mississippi river (Lapointe, 1995; Smetacek and Zingone, 2013).


  Recently, it was demonstrated that floating Sargassum in the Gulf of Mexico does not come from the Sargasso Sea, instead it originates in the Gulf, and is then exported in spring to the Sargasso Sea, with an estimated biomass of one million tons wet weight transferred each year (Gower and King, 2011). In 2005, atypical quantities of Sargassum were observed in the Gulf of Mexico, it was such a biomass that 2005 was named the "Sargassum year" (Gower et al., 2013).


  During spring and summer of 2011, anomalous quantities of pelagic Sargassum were washed ashore along the eastern coastline of the Caribbean Sea, and crossed the Atlantic to reach the coast of western Africa, from Sierra Leone to Ghana (Johnson et al., 2013; Smetacek and Zingone, 2013) in an unprecedented event. The peak biomass that year was 200-fold higher than the previous eight years' average biomass peak recorded in the Caribbean, while to man's memory, it was the first time drifting Sargassum reached the coast of Africa (Smetacek and Zingone, 2013).


  Figure 1.
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  Figure 2.
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  Contrary to what was previously thought, satellite images showed that the origin of the floating algae was not the Sargasso Sea, but an area north of the estuary of the Amazon River, offshore the coast of Brazil (Johnson et al., 2013; Gower et al., 2013). This region had never been associated with Sargassum growth in the past, and, although the underlying causes of this anomalous event have not yet been elucidated, scientists suggest a link with global warming and perhaps nutrient load from the Amazon River (Johnson et al., 2013).


  In 2012, Moreira and Alfonso (2013) reported an unusual Sargassum tide in the southern coast of Cuba. Although the authors mentioned that floating Sargassum periodically beaches along the island's coastline, the site and time of the year the drift algae were observed in 2012 were unusual.


  San Andres Island lies in Southwestern Caribbean, about 280 km off the coast of Nicaragua. Its coast is periodically subjected to drifting algae during winter months, generally from November to January, when trade winds are strong and great amounts of drift are driven to the coast. The drift reaching the island is composed of seagrass species (Thalassia testudinum and Syringodium filiforme), which constitute the major biomass, and a diverse community of seaweeds, among which Sargassum natans and S. fluitans are present (Ortiz and Gavio, 2012).


  During September 17th-20th of 2014, an unusual tide of Sargassum reached the northeastern coast of the island, covering an estimated of 32520 m2 (El Isleño, 2014).


  The algae were identified as Sargassum fluitans and, with less biomass, S. natans. As reported in other locations, the biomass and timing of the drift reaching San Andres was unusual and not seen in the past decades. Meanwhile, reports of floating algae reaching the coastline of the Lesser Antilles have been documented between August and September of this year (Roffs, 2014). During the 2011 event, San Andres was not affected by the golden tide reaching both sides of the Atlantic.


  The fact that these events have become recurrent, in the past three years, is alerting scientists as well as the affected communities, where tourism, fishing, and other economic activities have been disrupted. It is possible that nutrient loads are a likely cause, as it was suggested twenty years ago by Lapointe (1995). Although the origin of this 2014 event has not been identified yet, the drift in San Andres was observed shortly after the passage of hurricane Edouard (Sosnowski, 2014) towards the Atlantic coast of United States, and currents deriving from this atmospheric event may have blown seaweeds to San Andres Island.


  Although in San Andres the Sargassum episode was short-lived and no major negative effects were observed on the nearshore coastal communities, it is urgent to understand the causes of these events, which may disrupt shallow ecosystems like seagrass and macroalgal beds, and affect local communities disrupting their economic activities.
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Figure 2. Habitat of the Hooded Antpitta (Grallricula ucullta) at the Vereda Boquia, Municipality of
alento, Quindio. A Andean cloud forest patches. B. One individual of G. cucullata mist-netted during the
feldwork. C. Landscape view with a eucalyptus and pines plantation matrix.
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Tabla 1. Frecuencias alélicas (Fa). desviaciones esténdar (DE) v heterocizosidades (H) de 11 alelos
que afectan las caracteristicas del pelaie en F. catus en el Norte. Sur y Norte+Sur de Cali. Los alelos
descritos a continuacion son: B~ brown, d= dilution, a= no-agout, Ti(A) ticket, Ta(b)~ blotched tably,
W= dominant white, S~ white spoting, |- inhibitor, = siamese, |- long hair, O orange.

Norte (n=136) Sur (n=127) Norte + Sur (n=263)
Loass Fa xDE H Fa +DE H Fa <DE H
b 0,1674:0,0255 02788  0,0000:0,0000 0,0000 0,1198:0,0158 02109
d  03174:00289 04333 03374100301 04471 03273200209 04404
a  07291:00353 03950 07592300328 0365 07449200241  0,3800
TiA)  0,0000:0,0000 00000 00081+0,0081 0,0162 0,0039:0,0038  0,0077
Ta(b) 0242500367 03674 02218100376 03452 02320200263 03574
W' 00223100089 00436 0007900055 00157 00153200053  0,0302
S 03700:0,0302 04662 03220:0,0304 04366 0,6531:0,0215 04531
I 00559:00142 01054 0036800118 00706 0,0463:0,0093 0,884
©  04472:00308 04944 0428900313 04899 04383:00219  0,4924
| 04287200300 04398 0536600315 04973 0,483420,0218 04994
O 02378:0,0345 03625 02588+0,0365 0,837 0,2481:0,0251 03731
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Table 1. Distributional data and observations of G. cucullta in Colombia.
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Table 2. Percentage and type of abnormality found at cach concentration of each fraction of extracts
of Serania lethals young and mature leaves: Necrosis (N), Atrophy (4), Gravitropic Reversal (GR).

Percentage of abnormality in

each concentration (mg mL-") Abnormality
Fraction 08 04 02 0.8 04 0.2
2 65.0 625 500 NAGR___NAGR___NA
A3 925 750 575 N/AGR _ N/AGR _ NAIGR
s 800 637 525 N/A/GR_ N/AIGR __ N/AIGR

Fm1 750 637 525 NAIGR _ N/A/IGR  N/A/GR
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Figure 4. Daily records of (a) photosyntheic photon flux flow density (PPFD), (b) ranspiration rate

(E), (c)internal carbon/environmental carbon (C/C.), (d) photosynthetic rate (A), (¢) stomatal conductance
(), and (7) extrinsic water use efficiency (WUE,)in gulupa plants during the fructification stage in each

of the locations. Each point represents the average of ten plants standard error. Different etters indicate
significant differences with p<0.03.
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Table 3. Effect of amino acid (AA) supply on chlorophyll a, chlorophyll b, caroteniods and total pigments
(mg g fresh weight) of faba bean plants grown at three seawater salinity (SW) levelsin 2011/12 (S1)
andin 2012/13 (Sl

Treatments ___ Chlorophylla Chlorophyll b Caroteniods Total pigments
WA s EE] El S El Bl El
TW AA0  1155d' 1286 05035  044sb 0235 0202 1893 19336
MM 1253 1340c_054b 04625 0305 02156 21021 2018
AA2__ 1345b 14185 0574a  0504a 03122 02302 2231 2150a
AA3_ 14562 1499 0603a 05252 03292 0249 2388a 2273
SWI AA0 1056 0873 0383 0405 0219  0171c 16592 1449
AAT_ 11474 09394 045b 04326 02455 0202 1843 1573c
AA2__ 1258c __ 0982c 0484b 0449 02842 0225 20%a _ 16s6b
AA3_ 13850 11476 0509  045db 02922 0251a  2186a 18526
SW2 AN 0809 0779 0283 03404 0173c _ 0dslc 1265 12704
AAT__0936f _ 0812f 035lc 0369 0187c _ 0176c  1474c__ 13s8d
AA2__ 1049 0839 048h  0389c 02026 0194 17376 1422c
AA3_ 11624 09194 0516 0394c 0230b  0208b 19086 1521c

*Mean values (n=6) in the same column for each traitin each year with the same lower-case ltter are not
significantly different by Duncan’s multiple range test at < 0.05.

“Measurements were made 75 d after sowing (DAS).





OEBPS/Images/v20n1a06tab1.jpg
Table 1. Screening for oxidative enzyme activities of white-rot fungi on solid medium (MEA)
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Tabla 1. Mediciones

Segmento merasomal,

(mm) de Centruroides edwardsii del
deparcamento de Antioquia, Colombis. L: Largo. A: Ancho. Met:

Caracteres Hembras Machos
Carpacho UA 585
Pedipalpo L 364
Fémur UA 87124
Pacda LA 529
Pinza L 16
Mano UA/H 66484
Dedo movil L 57
Mezosoma L EX
Terguito VIl /A 6582
Mesazoms L S84
Mec 1A 9345
Mec /A 115/43
Mec LA 11,9742
Mec VLA 15742
Mec VUAH 12,8437
Telson L 55
Vesiculs UAH 6137128
Tomal L 922






OEBPS/Images/v20n1a18fig3.jpg
0
o mBGN
3 o8
507 "
3 06 “BARE
t
1 %% nan
g 04- e
é i =L
202 B

o1

00 =

Santa Inés Frontino-Urrao

Figura 3. Distribucion de la abundancia relativa de los grupos
microbianos en los dos sitos de estudio. BGN bacilos Gram negativos,
P Pscudomonas spp, BAFE bacterias formadoras de endospora, AB
actinobacterias, HF hongos filamentosos y HL hongos levaduriformes.
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Figura 2. Expresion de genes en tejidos de corteza anterior, hipocampo y bulbo olfatorio.
Porciento de expresion del e en el srupo OPACC con respecto al srupo Control falso lesionado.
Valores medios + desviacion estindar. Prueba t de Student. #p<0.05, * p<0,005, ***p<0,001, ns:
no significativ.
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Figura 3. Caracterizacién topogrifica en contraste de fase del electrodo de oro de un transductor
piezoeléctrico sin funcionalizacién, en un drea de 1,5 ym’
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Figure 1. Length of oots and shoots of sesame (Sesamum indicum) seedlings
subjected to the effects of different concentrations of ractions of

Serania ethal eaf extracts. a) 0.8 mg mL" b) 0.4 mg mL’ €) 0.2 mg mL-

Values with different leters indicate significant differences (p < 0.05)

detected by ANOVA. The vertical bars indicate the standard devation from the mean.
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Tabla 3. Todas las submuestras presentaron equilibrio Hardy-Weinberg en el locus orange; no
obstante cabe resaltar que N1 y N2 mostraron frecuencias alélicas y heterocigosidades muy
similares, mientras que S1. presents las mas bajas. Por otro lado S2 tuvo los valores mas altos.
para hetérocigosidad y frecuencia alélica. n= tamafio de muestra; Fa +DE= frecuencia alélica
v desviacién estandar; H= heterocigosidad; X:

n Fa:DE H

N1 28 02222200555 03457 085 0,6543
N2 102 02422:0,0300 03671 554 0,0624
S 31 01346100433 02320 431 01160

S2 04 03034:0,0335 0427 457 01013






OEBPS/Images/v20n1a16fig2.jpg
w4 Crimanse 07 C

o] 080402 080402080402 080 02 100 08 0402 03 04 02 08 0402 08 0402
Cotrie CHx  CAOET CHXO  Sumon Comtole  FHX  FAOET FH0  Samem

Figura 2. Comprimento médio das plintulas de capim-arroz e amendoim-bravo crescidas sob efeito dos
extratos brutos de cascas e folhas maduras de B. salcifolius. (*) Difere (p < 0,05) do controle. As barras

representam o desvio padrao dos dados
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Tabla 2. Caracterfsticas de purificacién del ar
autbctono LAMO9 y de la cepa de Mt H37Rv.

no 38kDa (Ag38kDa) nativo obtenido del aislamiento

Proc.real Prot teorica

Fraccién  Vol.Cult (L) Vol. il L) Vol. Resus (L) —proiirsdl Proc worica o
(0] 0] (mb) e )

PP LAMOS B V7.2

CFP H37Rv. 25 ks 7 22,40

‘Ag3EKDa* LAMDS 0500 0027 107 0530 03

AgsskDa HI7Re 0.500 0050 1340 0,670 0

**LAMO9: Aslamiento de M nimero ueve en américa latina. Vol, Cult: Volumen Total Cultivado Vol il
Volumen total filrado. Vol. Resus: Volumen resuspendido. Prot.real: Proteina toral real
Prot.terica: Proteina total tesrica.
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Tabla 4. Tiempo Térmico (GDC) y tiempo calendario (Dias) para los estados fenolgicos de la feijoa

enlas localidades de estudio.

Etapa de desarrollo

Botonfloral  Antesisa  Cusjefrutoa  Boton floral a
aAntesis  Cusjefruto  Cosecha Cosecha
San Francisco_ 19929 116+3 26252121 2965:113
GDC+DS. (°Cd) Tenjo 192:8 11622 1989:133 23372124
Valores medios 196 +9 116+3 23072127 2651119
SanFrancisco 11754043 675043 149,00:583 167,5+4,97
Dias £ D Tenjo 18752228 1175083 17975+12,21 2102521008
Valores medios 15,25£1,36 925063 164,38:9,02 18888+7,53
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Tabela 1. Porcentagem de plantulas anormais de amendoim-bravo observadas nos tratamentos com os

extratos brutos e fracoes de cascas e folhas maduras de B. saliciflius 0,8, 0,4 ¢ 0,2 mg.mL
Legenda: A: atrofia, N: necrose, EH: enrolamento do hipocotilo e IG: inversao gravitropica.

Espécie-alvo: amendoim bravo

Porcentagem de anomalias em cada

concentragio (mgmL") e
Tratamentos 08 04 02 08 04 02
Chx 175 25 125 A AN A
CAOET 45 275 225 AINJEH AN AN
CHO 375 175 125 AINJEH AN A
Frx 275 20 20 ATEH AEH A
FACOET 25 30 225 AINEH _AINEH  AEH
FH.O 12.5 225 10 AJEH AJEH A
CAcOET1 5 175 45 ANG ANG UN/EH/IG
CAOETZ 375 20 10 AN/IG AIG A/IG
CACOETS 45 25 225 ANG AIG A/IG
CACOET4 35 275 5 AIG AIG G
CACOETS 45 525 275 AIG AIG AIG
CACOET6 175 10 25 AIG___ANIG/ER IG
CHxt 125 75 30 AN AN AN
Crx 25 175 5 AINJER AN A/EH
Crxa 0 0 75 — A/EH
Chxd. 275 175 20 A AN A/EH
Crxs 12.5 25 5 A A AN
FACOET1 75 125 175 AINJEH A A/EH
FACOETZ G 5 5 A/IG A A
FACOETS 40 10 375 ANEHIG AN AJEH
FACOET4. 15 75 25 AINJER A AINJER
FACOETS 10 10 25 AN ANEH___ ANEH
FACOET6 0 25 275 — A
FACOET? 30 20 75 ANEH_ AINJEH
FACOETS 375 25 25 ANEH __ANJEH/IG G
Sanson® 575 375 225 ANEH __ AEH AN
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Tabla I. Secuencia de los oligonuclectidos cebadores

Gen __ Ubicacién Secuencia del cebador (5°3) D
Derecha CTCCGCCAAGCCAAGCACGA

GFAP NM_010277
lquierda TGAGGTGGCCTTCTGACACGGA
Derecha TCGAGCATAGCCCGGAGCCT

HO NM_010442
lequierda TGGGGTTTCCCTCGGGGTGT
Derecha GGTGACAACCACGGCCTTCCC

6 NM_031168
lequierda GCCACTCCTTCTGTGACTCCAGC
Derecha GCGCTGTGTCAATGCGGAGG

117 NM_010552
lequierda CTGGCGGACAATCGAGGCCA
Derecha TCTGGGCTTCTCCTCCTGGG

1PNy NM_008337
lequierda GGCGCTGGACCTGTGGGTTG
Derecha TGGAAGCCATGGAGCGTTTTGGG

Ppia NM_008907
lequierda AGCAGATGGGGTAGGGACGC
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TABLE 2. Niche overlap of Pristimantis species examined from southwestern Colombia.

- Significant diet overlap according to Pianka’s index (> 0.6). Values in shaded cells
cormespond to non-sympatric species following Lynch (1998b).

A B € b E ¥ G A

Pl 100027 040 03 038 022 02 02 o6
P hectus (B) 1.00 017 0086 0.20 010 0097 012 037
P jubatus (C) 100 033 05504 041 030 040
P angustfneatus (D) 100 055 014 o046 o025 o0
P. brevifrons(E) 1.00 0.44 0.49 035 0.56
P exythropleura (F) 100 053 053 069%
PLmyops (G) 100058 06a
P orpacabates (H) 100 osar
P plmer (1) .00
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Table S. Effect of amino acid (A) supply on nitrogen (N %), phosphorus (P %), potassium (K'%),
Sodium (Na%), calcium (Ca“*%), magnesium (Mg"%), chloride (CI ppm) and K:Na ratio of leaves.
of faba bean plants grown at three seawater sainity (SW) levels in 2011/12 (S1) and in 2012/13 (SH)*
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Figura 2. Abundancia total relativa de individuos por especie de equinodermos,
presentes en las estaciones de muestreo. A) Punta Robalo, B) Punta Terraplén.
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Figura 1, Temperaturs base (Tb) para cuatro estados fenolégicos de l fejos, estimada para el minimo Cosficente

de Variacidn (CV) de las cantidades de calor calculados (GDC).
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Figure 1. A. Specimen of the invasive P. monadon caught in the Golfo de

Salmanca, and B. Several specimens with native shrimp Farfantepenazus
5pp. in the Ciénaga Grande de Santa Marta (Colombia)
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Tabla 1. Ubicacién geogrfica, tipo de sustrato y microhabitat en las estaciones de muestreo,
bahia de Cispata, Caribe colombiano

Est. de muestreo_Latitud norte (N) Longiwud oeste (W) Tipo de sustrao y microhabitat

Susirato arenoso con pasto marino,

Punta Robalo 992506 L R e il

Punta Terraplén 9025135 75942857 Sustato fango-arenoso con esponjas






OEBPS/Images/v20n1a24fig2.jpg
ulo seminifero con células espermatogéni
en diferentes etapas de desarrollo y de la tanica propia. 1, célula de
Leydig; 2, célula peritubular; 3, célula de Sertoli; C1, espermatocito
C2, espermatoito Il; G1, espermatogonia I; G2, espermatogonia Il T1,
espermitida I; T2, espermitida I; tp, tiica propia; Z, espermatozoides.
(40X HE, la escala representa 20pm). Foto: F. Carezzano.
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TABLE 3. Diet composition of Terrarana frogs in South America. Type of forest
efers 10 the habitat in the geographical range of the species studied. First,

Second and third prey categories refr to contribution in each specics.

Species__ Type offorest__tscprey _ Znd prey Sth prey Source
Fricimans dogis_Monane foest__lsopoda___Araneas __ Colopters___ Aropo i, (2008)
¥ o Moncaneforest__Coleoptera __Avancae __sopoda Aoy el (2008)
Pyt Montane forst__Colambola__Coleopters__sopoda Aoy el 2008)
P vnase Montaneforest_Coleopte__ Dipera Finero and Duran (1993)
P g Montaneforest__ Coleopters__ Avaneae__Hemipters___ Guayasamin ta, (2004)
7 fciom Nontans forest__Avaneac__rymenopters Cosroand Gurirres (2077)
Pviges Montanefoest_Fymenoptera__ Avancae Castroand Gutirez (2011)
7 imsane Coviand for_Coleopters__Orthoprer Parmelee (1995)
e Coviand foest_Orthoptera _Coleoprers__Fymenoptera_Parmele (1959)
7 periares Covtand foest_Orthopters Parmelee (1999)
P, fenestratus. Lowland forest  Orthoptera  Blatodea Parmelee (1999)
7 ocendnt Lowiand forest__ Orthoptera_ Hemiptra_ Coleopiera__ Menéndes-Guerero (2001)
morems bl Lowland orest__Avaneas__Hymenopters_Orthoprera___Diet el (2009)
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‘Table 3. Antibiotic - modulatory activity of the soy oil associated
with aminoglycosides againsc . aureus 358 and €.coli 27 (mg/ml).

Staphylococcus aureus 358 Escherichia coli 27

ANTIBIOTICS  C+ tsoY  cr +sov
Kanamyein 49 49 39 39
Amykacin [ [ 39 39
Neomycin 49 a9 39 39
Gentamicin 25 25 a9 39

“C+: Positive control.
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Figura 4. indices de actividad celulolitica () y solubllizadora de fosfato
(b) de los aislados evaluados del paramo de Santa Inés (gris claro) y del

pramo de Frontino-Urrao (gris oscuro).
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Tabela 2. Concentracio inibit6ria minima dos antibicticos frente as cepas
bacterianas multiresistentes.

Bactérias/ g7 sA358 PAOT PA143 PATS
Ancibiticos

Gentamicina 15625 7812 78123906 7812
Amicacina 3125 7812 3125 3906 15625
Neomicina 625 7812 625 15625 13625

EC — Eschericia col; SA - Staphylococcus aureus; PA — Pseudomons aeruginosa;
‘GENT - Gentamicina; AMIC - Amicacina; NEO - Neomicina.
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Table 1. Parameters derived from the photosynthetic light response curve, A/PPFD, in the flowering and
fructification stagesn the tree studied locations (n-3). A, -Mazimum photosynthetic rate, |.-Light
Compensation Poin, {......-quantum effciency:

Flowering stage

Ama (pmol/ O,....(pmol CO/

Location R’ Ic (pmol/m’s) PR sat (pmol/ms)

ms) el photons)

Granada 085 1013 2659 24308 0,034

Tena 0% 1993 1337 41954 0042

Chia 093 888 2690 23066 0,030
Fructification stage

Grmada 092 1584 1531 Ti6144 0.024

Tena 095122 1119 32390 0032

Chia 088 874 13.46 37116 0.027
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Tabla 2. Dias calendario para ir de botén floral a la cosecha de frutos de feijoa,
temperatura media registrada (T media) y precipitacién acumulada (P) en cuatro
periodos de estudio en las dos localidades.

Dias calendario T media (°C) P (mm)
San San San
Period Teris Francisco1°"1° Francisco _°"1° Francisco
1 200 166 123 205 2994 5738
27 176 126 209 6040 3464
205 164 125 204 5516 8684

205 164 123 203 4490 11004
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Hematoxilina-Eosina. Se muestran regiones de corteza (A, D), estriado (8, E)

mpo (C, F). Los pancles A, By C corresponden al grupo falso lesionado. Los paneles D,
EyF comesponden al grupo OPACC. Las flechas blancas indican la morfologia normal de las
neuronas, mientras que las flechas negras indican neuronas picndticas.
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Tabla 4. Heterocigosidades e indices de fijacion obtenidos al comparar las frecuencias alélicas
de nueve genes morfologicos de Felis catus en el norte y sur de Cali. Hs: diversidad genética
promedio esperada en las subpoblaciones; Ho: diversidad genética observada; Hr: diversidad
genética promedio esperada en la poblacion total; Fis: indice del componente debido a
apareamientos no aleatorios en la subpoblacién; Fr: indice de endogamia total en la poblacién;

Fs=: indice de balance entre deriva y flujo génico. También se reportan los valores L'y D de Nei
(1572).

Heterocigosidades indices de Wright (1951) Distancia de Nei (1972)
H, 04716 F. 0,2685
Hy 0,3450 . 02688 ! 0.0083

W oamis ¥ 0/0004 2 007
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FIG. 7. Frequiéncia relativa das observages de Ameiia ocelifra (n
~1082) ¢ A. abactensis (n - 269) em relagao as atividades desenvolvidas
apés a aproximagio do observador (Atividade 2) para a drea do
ot Ncioril Sarvas i Iealsoin, Serpipe-Brasil
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Tabla 1: Promedio y desviacién estindar de las abundancias (1x10° céls. L") de las especies de Prorocentrum
en el clo anual en s granjas de atin en a Bahia de La Paz. 1 (San Juan de La Cosca), E2 (Rancheros

del Mar) v E3 €] Mogore.

E11x103 célL1

21 %103 cél L

315103 cél L1

Epecies_Om___ 25m____s0m om 15m S0m om
P compressim 00: o008 - 006:00% _ 071:008 _005:002 01301
P dactls 006:002 00t 008 004 008

P emargnatim 00420 004 004 - - - 00%

P guce 012006 0,06:0027 _0,09:01 _0,09:005 008:001__016:017
Fima B : = ” = 004 -

P micors 02:071_008:005 013:0.1 01017 07008 02:0,11 331408
Pminmim ___015:015 00420 __0,07:0,03 0282034 _0,18:020 _0,14:018 _006:002
P thatymum 0120160052002 _0.0420.01 0310710082006 _0,08:0.09 _075:1.65
P rosrotum 008 002 oom0 o008 00420 006:000_007:003
P shikouense 0142006 0,04 004 01:008  01:003  005:002 027023
P riestinum. 004 - = 018:015 004 3 008:005
P vaginida 018:078 005:007 012:005 064:073 0642080 008 0312043






OEBPS/Images/v20n1a09fig1.jpg
FIGURE 1. Map of western Colombia showing the five sampling localites in the
departmenis of Cauca and Valle del Cauca.
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FIG. 2. (Ay B) Prorocentrum compressum, (C) Prorocentrum dactylus, (D, E y F) Prorocentrum emarginatum,
(Gy ) Prorocentrum spacite. (1) Prorocentrum fima. (1. K v L) Prorocentrum micans. (M v N) Prorocentrum
minimum, (N.y O) Prorocentrum rhathymum, (P) Prorocentrum rostratum, (Q) Prorocentrum shikokuense,
(R) Prorocentrumtristinumy (S) Prorocentrum vagnula
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Figura 2. Estructura e histoquimica de los laticiferos de especies de Asclepiadoideac.
A-C) Triple coloracion de Flemmin, D-G) Pectinas v muclagos dcidos identificados
por rojo de rutenio, A-E) Gonioanthela axilars, F) Matelea denticulata, G) Fischeri stellta
(flecha ~ citoplasma parital, v - vacuola).
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Figura 4. Algunas especies de equinodermos registrados en el sector La Ahumadera, bahia de Cispat,
aribe colombiano: A) Holothuria oridana, B) Isostichopus badionotus, C) Encope michelini, D) Luidia senegalensis
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Table 1. Source of the bacterial strains used in this studv and resistance profile,

Bacteria Source. Resistance profile
Exchericha col 27 Wound Ast, Ax, Ami, Amox, Ca, Cfe, CF
Staphtylococcus aureus 358 Wound

Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para

Ast-Aztreonan; Ax-Amoxacilin; Amp-Ampicilin; Ami-Amiciline; Ami-Amoxiin; Ca-Cefadroxil; Cfe-cefaclor;
CF- Cefalotin; Caz-Ceftazinidime; Can-Kanamycin; Szt-Sulfametrim; Lev-Levofloxacine; Tet-Tetracicline;

Tob-Tobramycin; Oxa-Oxacilin; Gen-Gentamicin; Neo-Neomyein; Piz-Piperacilin-Tazobactam;
Para-Paramomicin.
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Figure 3. Spatial distribution of shared (colored) and private (white) haplotypes populations of P. monadon from
Colombia and Indo-Pacific. Percentage values represent the number of private haplotypes, except for Colombia.
that represents the most common haplotype shared.
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Fig 2. Scanning electron micrographs of egg of Simulium dincl
from Colombia; a. General shape of the dorsal surface; b. Detailof the
polygonal cellular imrints
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TABELA 2. Resumo das observacoes de Ameiwila ocellifera (A.0.) e A. abactensis (A.a.) em
uma drea do Parque Nacional Serra de Itabaiana, Sergipe-Brasil

Nimero de Registros Razio
Mes

Ao Aa Tol _ Ao/Aa
Fevereiro 75 19 o1 i
Margo 174 33 207 51
Al 151 25 176 &1
Maio o5 19 4 s
Junho 50 16 66 31
Julho s B i B
Agosto 12 2 134 51
Setembro 1as ) 185 a
Outubro & 20 89 31
Novembro a1 i & 21
Dezembro 77 2 % a
Jancira 5 28 m B
Toual 1083 29 1352 a
média = dp 9025:4827 22422909 11267:5586 —

(min-méx) (8174) (3-40) (11-207)
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Figura 1. Pattems SSCP of CP, CPm and Hsp70 genes. CPrm (A: patterns 1)), Hsp70 (8: pattems A- N) and CP.
(C: patterns 1-3) in Phureja and Andigena groups.
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‘Table 2. Genetic relationships with pairwise @st comparisons between populations in Colombia
and those from the Indo-Pacific using Tamura-Nei model (TN+G; Gamma = 0.51),
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*Col: Colombis. Aus: Ausrala, P Philiooines.

TaE: Tawan East. TANE: Taan Northeast, Ta: Taiwan South, TaW: Taman West, Vn: Vietnam, Ch: China.

* Scaristic value not sgnificant (p<0.05)

Ky: Kenwa: Me: Madasascar. TE: Thailand East. THW: Thailand Wess,
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Tabla 3. fndices de diversidad, abundancia y similitud de equinodermos en las estaciones de muestreo,
bahia de Cispatd, Caribe colombiano.

Estaciones de muestreo.

indices ecologicos P. Robalo P Terraplén

Nimero de individuos 214 7
Riqueza (5) 9 s
Uniformidad (U) 092 083
ndice de Shannon (H') 264 239
ndice de Simpson (1) 018 021
Nimero de especies comunes 5

Nimero de familias comunes B
ndice de Jaccard (1) 051

indice de Sorensen (1s) 0,66
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Table 1. EC, pH, and concentration of cations and anions of irrigation water and soil used in the pot experiment

EC_ pH Cations meq I Anions meq I
dsm G Mgt Na' K HCO, cr
Water
Tapwater 023735100 050 240020 010 000 130 270
Seawater 512 776 4320 1512 45457 151 605 000 7636 43200
Soil
Sandy 014 811 260 240 131 021 113 000 422 070
Clay 140 759 560 190 590 037 150 000 677 550
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FIG. 5. Freqiiéncia relativa das observagoes de Ameivula ocellfera (n =

1083) e A. abactensis (- 268) em relagao 3 posicao ocupada frente a0
sol para a drea do Parque Nacional Serra de ltabaiana, Sergipe-Brasil.
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Figure 2. Daily record of (a) photosynthetic photon flux density (PPFD), (b) transpiration rate (E), (<)
internal carbon/environmental carbon (C/C.), (d) photosynthesic rate (A), () stomatal conductance
(8., and (1) extrinsic water use efficiency (WUE,) during the flowering stage in each of the locations.

Each point represents the average of ten plants *standard error. Different letters indicate significant
differences with p<0.05.
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Tabla 1. Parimetros de configuracion de un AFM y caracteristicas.
dea sonda para la caracterizacién topogréfica de superficies activadas
mediante SAMs con antigenos de secrecion de Mib.

Parimetro Caracteristicas

AFM NanoSurf EasyScan 2 FlexAFM

Modo de exploracién _Dinamico, appin en modo de contraste d fase.
'ACSTA AppNano. Material: i, 0,010,025
ohmj/cm. Cantiléver: L: 150 pm, W 28 pm,

Sonda T:3 pm. Radio:<10 nm, H: 14-16 ym, F:
150 kHz, k: 7,8 N/m. Recubrimiento: Al
Piramidal,

Tamano de la imagen Areas: 10 pr, g, 1

Resolucion 256 lineas x256 lineas
P-Gain: 1001
1Gain: 1001

ol D-Gain: 0, se ajusta durante la medicion.
Set point: 50%

Amplicud libre de 0 200

vibracién
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Table 6. Effect of amino acid (AA) supply on seed yield (g plant”), total dry weight (s plant”), seed total
cobobysiates e TEL) <o seed Ol crde i (e TCP)oF ok e lasgrown e e diferne
Seavacer saliniy (5)levels in 2011/12 (S1) and in 2012/13 (Sl

Seedyiid " -
TN lane’) spane) o o
w a5 s s s s s s st

TW AM 6550 7584 Tt 124 68t Sorde_736af __Bod

A 76 777 tsab 1A silce e 262ac  240c
W2 87 s 175 17sh 602 ssa 269w 254b
WMo 916 51a 183 9% @22 o1 s %m
SWi_aM_ s 422 sk B8h oo Ssad_ Bier  oiar
A1 sesde a8 1135 1005 Sidct _ Sasg  253bd 228
W2 6778 SeW taebe  1ier o0 sabe  Z5bd  7a0c
A3 728 63 1ok 1384 6% 595 26lac 4%
Swz_an_3sw 27k 7si 61y sasg sasg 7 isen
M ssie 34 075 76 s7aef sasg  Bad 19y
M2_6s_am 1256 8% S86bd_ Sedee e 20F
W3 720 s05 11cd 103 S88bd 51264 2s0d 219

"Mean values (n=12) in the same column for each trait in each year with the same lower-case lecer are not
Sgnifcantly diferent by Duncan’s mltiple range test atp < 0.05.

“Messurements were made 75 d afer sowing (DAS)
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FIG. 4. Frequéncia relativa das observaces de Ameiwia ocelifers (n

- 1083) e A abactensis (n - 269) em relaclo 2 condicao do dia para a
irea do Parque Nacional Serra de ltabaiana, Sergipe-Brasil
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Fig. 1. Dendrogramas de neighbor;oining elaborados para diez poblaciones colombianas usando
nuve marcadores genéticos reconocibles fenotipicamente, teniéndose a) el F., de Wright (1951)y
b) la distancia genética (D) de Nei (1972),
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Table 3. Lengeh of sesame (Sesamum indicam) metasylem cellz (um), subjected to the effect of diffrent
concentrations of ractions of Seiana lthals leaf extracts

Fraction / Control

Celllength (ym) compared with the conerol

Concentration (mg mL")

o5 04 0z
2 [T TSezsh Tero0s
Fy3 165.25b 14450 b 149.00 be
s 55504 [ 159506
Pt [ES T6a505 297754
Onytuorten 4500 7100 3a3sc

) The average value of the control was 287.25 wm. Means followed by the same ectr in the column do not diffr by

Tukey tes at 0.05% probabily.
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Figure 5. Daily record of the chlorophyll luorescence and water potential of gulupa plants
in the fructification stage in three environmental conditions: (a) photosynthetic photon flux
flow density (PPFD), (b) photosystem Il operating efficiency (0, (<) maximum quantum
efficiency of photosystem I photochemistry (Fy/Fm), (d) leaf water potential before dawn
(¥,.), (e) leaf water potential during the day (¥). In the water potential figure, each point
represents the average of ten plants standard error. In the chlorohl fluorsecence fieure
each point represents the average of twenty plants 2standard error. Different letters indicate
significant differences with p<0.05.
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Tabla 1. Caracterisicas fisicoquimicas de los suelos de los piramos
de Santa Inés y Frontino-Urrao.

Santalnés __ Frontino-Urrao
pH 433 431
Materia organica (%) 1,72 35,31
Nitrégeno (%) 0,59 177
Fsforo (ppm) 671 2969
Potasio (meq/100g) 0,20 142
Magnesio (meq/100g) 014 112
Calcio (meq/100g) 061 150
Aluminio (meq/100g) 256 3,09
Sodio (meq/100g) 015 032
Aaufre (ppm) 387 891
Hierro (ppm) 361,94 52713
Boro (ppm) 0,10 004
Cobre (ppm) 0,57 055
Manganeso (ppm) 22672 19,64
Zinc (ppm) 155 2,38

CICE (meg/100g) 364 7,45
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Tabla 2. Variacién de la cantidad de dientes pectineos en
Contruroides adwarde en ¢l departamento de Antioquia, Colombia.
DE- desviacién estindar; N- cantidad de peines examinados; X~
media aricmética; © hembra; 5 macho.

Numero de dientes pectineos

S0 N ——————————— x DE
25 26 27 28 29 30 31

e 393 6 14106 273 11

S 50 0 0 3 18 18 10 1 288 09
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Figura 2. Valoracién del antigeno proteico de secrecion enriquecido
en Ag3BKDa de Mt (Ag38KDa*). A) Gel de electroforesis SDS-PAGE al
12% y B) Westem blot con anticuerpo monoclonal Myc31. Los carriles
1,2,3 comesponden a las diluciones 1:100, 1:10 y 1:1 de Ag38kDa*
del aislamiento LAMOS. EI carril 4 comresponde al marcador de peso
‘molecular (MP). Los camles 5, 6 7 coesponden a las diluciones 1:100,
1:10y1:1 del Ag38KDa* de a cepa de referencia H37Rv respectivamente.
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Figura 1. Fluxograma do fracionamento biodirigido dos extatos hexinico de cascas ¢ acetato exficos de cascas.
e folhas maduras de 8 safcfois com a tilizagao de solventes orgnicos em ordem crescente de polaridade
Amassa de cada exrato (g) e ragao (mg) encontra-se abaixo dos mesmo
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Tabla 1. Especies del género Lutzomyia recolectadas en a Sierra Nevada de Santa Marca, Colombia.
“Prmeros resistros para el departamento de Magdalena y el “litoral Caribe de Colombia. ‘Vector
comprobada o sospechoso dé Leihmania spp. en América (segin Marali et al, 2013).
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Figure 2. Mecaxylem cells of sesame (Sesamum indicum) root grown in negative control

(2) and with Fy2 (b), Fy3 (c), FyS (d) and Fm (¢) ata concentration of 0.8 mgmL."
(Photo: Pereira, 2012),
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Figura 4. Caracterizacion topogrifica en contraste de fase delelectrodo de oro biofuncionalizado con CFP del
aislamiento LAMO09 a 2,97 mg/mL. con e icido 16-mercaptohexadecanoico (MHA) en un drea de 1,54 ym’
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Tabla 3. Temperatura base (Tb)y valores medios de varianza de los tiempos térmicos (Var GDC) para cuatro estados.
fenolégicos reproductivos de Ia fijoa.

Ectado Fenolégico ) Var GDC
Boton floral = Antesis 2893 267) 72485

Antesis a Cuaje fruto 3042 (296 7142

Cusje fruto a Cosecha. 1,76 -(0,00) 16194556

Botén floral a Cosecha 1,74 (0,00 13978676

Medias seguidas de letras distincas en la misma columna indican diferencias, segin prueba de Tukey (p < 0,05)
()" Valores de b determinados por el método de minima varianza
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Tabela 2. Porcentagem de plantulas anormais de capim-arroz observadas nos tratamentos com os
extratos brutos ¢ fragoes de cascas e folhas maduras de B. safifoius 2 0,8, 0,4 ¢ 0,2 mg.ml-
Legenda: A: atrofia, N: necrose, EH: enrolamento do hipocétilo e IG: inversao gravitropica.

Espéciealvo: capim-arroz

Porcentagem de anomalias em cada

concentragao (mg mL-1) Aomafas

Trammenios 08 04 02 08 ) 07
Crix 5 15 75 A x x
CAcOET 0 25 15 A A AN
cHo 75 5 25 A A A
Frix 25 25 i A AN AN
FACOET 75 70 0 AN A

FHO 75 5 25 A A x
CAcOETI 3 775 775 AN AN AN
CACOET2 &) ) & AN A AN
CACoETS 55 575 30 AN AN AN
CAcOETa 75 3 75 A AN AN
CACOETS a0 5 10 AN AN AN
CACOETE 25 5 75 A AN AN
Tl a5 3 175 AN A A
Cra 375 235 10 A AN A
i 0 ) 0 A A x
Crind 25 75 25 A AN AN
Crivs B i) 25 AN A AN
FACOETT 25 375 25 AN AN AN
FACOET2 35 3 3235 AN AN AN
FACOET3 575 o a3 AN AN AN
FACOETA 75 35 775 AN AN AN
FACOETS 75 0 75 AN AN AN
FACOETE a0 i) 75 AN AN x
FACOET7 25 50 10 AN AN N
FACOETS 25 a3 775 AN AN AN

Sanson® 625 25 40 AN AN AN
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Table 1. Fractions of aaueous and ethanolic extracts of voune and mature leaves of Seriania lethalis.

Extract Eluens Fraction code

HexAc (73); HexAc (37) Ayl

AcMeOH (73) A2
Young leaves AcMeOH (73) 2]
athanolic AcMeOH (3:7) Fyd
MeOH S
MeOHH,0 (9:1) A6
Mature leaves HexAc (73) Fm1
HexAc (3:7) Fm2
HexAc (3:7) Fm3
Ac Fmd

Fy (ethanolic extract of young leaves), Fim (ethanolic extract of mature leaves).
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Figura 1. Centruroides edwardsii codigo SUA-0149, A-B macho; C-D hembra codigo SUA-1606.
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FIG. 2. Valores mensais das varidveis climaticas observadas para a regido do Pargue Nacional Sera de ltabaiana,
Sergipe-Brasi: umidade relatia do ar (-m-) precipitagio (- A-); temperatura do ar (). Barras preenchidas.
reoresentam feauincias relativas mensais de Amenula ocelfers

Spix, 1825 (n~1083) ¢ bamas vazias de A. abactensis Dias, Rocha e Vrcibradic, 2002 (n-269).
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‘Table 4. Effect of amino acid (AA) supply on polysaccharides (mg/g dry weight), total carbohydrates (mg/g.
dry weight), nucleic acid (RNA and DNA mg 100 g dry weigh) of faba bean plants grown at three seavwater
saliniy (SW) levelsin 2011/12 (S1) and in 2012/13 (Slly*

Total

Treatments  Polysaccharide o o0 RNA ONA
(mgg’ DW) el bw, (Mg 100g'DW) (mg100g'OW)

WM E] st ] S ] st S st

TW MM 1083d 989 1457 198 972 so _ 376de 227

AAT__ 1158c _ 1074c  1558c  1401de  1000bc 562  416c _ 278c

A2 12236 1165b 1669 15256 1076b 776 499 339

A3 13662 12542 18302 16402 12662 8302 5822 404
SW__AAD _ 06dr__ O10gh 13777 1247w 807 4385 260h 15K
AAT__ 1011 946fg 1468de 13025 _ 880de  Sdéer 301z 190c
AA2_ 10864 986e  1593c  1370ef  9%6cd 6584 341 235
AA3_ 1159c 10354 169.0b 1437c__ 1030bc__ 715c _ 397cd _ 288c
SW.__AAD _ 706h 858  1295g 1214 5ssh 260 201 104n
AAT__ 833h  90sh  139.8f 1277gh  S80gh 303 26an  13ag
AM2 s74g  953f 14980 1354 6395  38h  314g 177

AAS__ 931f 989 1585c  1412cd__ 690F 47 3SSef 226

“Mean values (n=12) in the same column for each trait in each vear with the same lower-case lecter are not
significanty different by Duncan’s multiple range test atp < 0.05.
“Measurements were made 75 d after sowing (DAS).





OEBPS/Images/v20n1a09tab1.jpg
TABLE 1. Diet breadth of Pristimantis from the Western Cordillera.
= total number of prey categories found in each species; B - Levins’
index of niche breadth; Ba - Levins’ standardized index of niche
breadth

Species n 8 Ba
P_acatalllus 2 1224 045
P angusilneatus 12 576 043
P brevifons 2% 17.92 068
P erythropleura 2 1384 068
P_hectus 18 381 017
P jubatus 32 ) 068
P_myops 12 8 064
P orpacobates 2 13.47 0.66

P. palmeri 38 2015 052
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Tabla 2. Resultados de Ja aplicacion de las prucbas para identificacion de las principales clases de metabolitos.
e componen ¢l litex de especies de Asclepiadoideas

Prucha histoquimica

Sustancia

Ac

Licex

[

Md

ob

Tojo de rutenia

uciagos idor

reaccion PAS

poliacandor

cido cnico y loruro fémco.

muciago

reactno de Lugol

aimidn

negro de almiden &

proteinss

negro de Sudin 8

lipidos

Sudin IV

lipidos

Sulfao azul de Nilo

lipidos neutros

Sulfato azul de Nilo

lipidos dcidos

acetato de cobre y iido rubednico

cidos grazos

Cloruro férico

compuestos fendlicos

“ulfto ferozo en formalna

Compuestos fendlicor

reactiv de Wagner.

Slcalides

reactivo de Dragendortt

alcaloides

Ac = Apis cussacs: s = Fscher selta; G = Goiaihela aulars, Md - Matelea detita; Ob = Ospetalum banks
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Tabela 3. Concentragio Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na presenca e
a auséncia do Sleo essencial de Cymbopogon diratus em uma concentragao CIM/S (128 pg/mL),
frence  cepas de Excheichiacol ¢ Saphylococes aureus multimesistentes.

Ec27 SA3s8.

CIM Combinado CIN Combinado
Ancibieticos  CIM A Conbloado’ e Aot
Gentamicina_ 156,25 3906 7812 488
Amicacina 3125 3906 7812 19,53
Neomicina 625 15625 7812 19,53

(OECC - o Essencial de ymbopogon tratus; EC  Escherichia o, SA - Staphylocaccs aureus.
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Figure 1. Screening critria for the detection of igninolytic enzyme activies
o solid media (MEA) with different indicators. Columns depict:
lefe,low levels (+); centre, high levels (+++); right, negative reaction.
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Figure 1. Distribution of the Hooded Antpitta (G. cuculata) in Colomba. Circe size
represents the number of records and lettersindicates the localities codes (Table 1)
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Figura 2. Abundancias de los grupos microbianos en los piramos.
de Santa Inés (gris caro) y Frontino-Urrao (gris oscuro). BGN bacilos
Gram negativos, P Pseudomonas spp, BAFE bacterias formadoras de
endospora, AB actinobacterias, HF hongos filamentosos y HL hongos
levaduriformes
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Figura 3. Comprimento médio da parte aérea das plintulas de capim-arroz (A) e amendoim-bravo (8)

e das raizes de capim-arroz (C) e amendoim-bravo (D) crescidas sob efeito das fragdes hexinicas de cascas

€ acetato etficas de cascas ¢ folhas maduras de B. saicfolus (*) Difere (p < 0,05) do controle.

As bamas representam o desvio padrio dos dados
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‘Table 1. Nucleotide substitution parameters and indices of genetic diversity of invasive P. monodon populations in
Colombia compared to Indo- Pacific populations.

Regon  locaton N &« subs indek NH _ HD:SD _ m(%):SD S
Caribbeansea _Coombia___ 16437 1 3 0242:0135_ 02:0002 8
Awralia 28 7115 8 6 28 10000009 4:0020 83
Phiippines 35 88 33 121 5 34 09980007 43:002 104
Chna 88 119 73 192 15 67 09090002 10620051 163
TawanE 9 449 5 4 9 100:0052 44:000 %2
PxificOcan TawanNE 1452 13 65 4 14 100020027 36:009 &
TasanS 154010 S04 14_0591:008  26:0014 48
TawanW__ 2273471201422 10002014 55:008 122
Vienam 34 9 S0 146 17 32 0996:0.008  11.4:0056 127
ThiandE 31 8262 1441730 0.998:0.009 13.8:0.068 134
ThilndW 28 91 53 14415 28 10002009 1330066 13%
Inda 2135 38739 18 0886019 20:0001 72
e 1245 10 S 0 12 1.000:0034 26:0014 51
Madagiscar_ 25 6617 8 0 25 10000011 29:0015 73

*N: Number of sequences,ts: transitions, v:ransvertions, subs: substicutions. NH: Number of haplotypes,
H: Diversity of haplotypes, n: Nucleatides diversity, S polymorphic sies, SD: Standard Deviation.
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Tabela 4. Concentracio Inibitoria Minima (CIM) dos aminogiicosideos na presena e na auséncia

do oleo essencial de Cymbopogon citatusem uma concentrasao CIN/3 (128 yg/mL), frente a cepas de
Praudomonas aerugnasd multiesiscentes.

A9l PA143 PATS

CIM Combinado CIN Combinado CIN Combinado
Antbioticos  CIM A o am o am | Compms
Gentamicina_ 78,12 19,53 3906 3906 7812 3906
Amicacina 3125 39,06 3905 3905 15625 15625
Neomicina___625 3125 15625 156,25 15625 136,25

(GEEC- (b Exminclal i Qb i PA < Brsiliwionsy anryglions
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Figure 1. Climatic variables in the gulupa crops: (a) photosyntheticall active radiation (PAR),
(b) temperature, (c) relaive humidity and (d) vapor defici pressure (VPD). Each poin represents
the average of each location between 2009 and 2012 zstandard error.
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FIG. 8. Freqiéncia relativa das observacdes de Ameivul ocelifera (n = 1083) e A. abaetensis (n - 268)
em relagao aos microhabitats utilizados no momento do avistamento (Microhabitat 1) e apos a
aproximacio do observador (Microhabitat 2) para a rea do Parque Nacional Sera de Itabaiana,
Sergipe-Brasil
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A Electrodo biofuncionalizado. B. Electrodo lavado con solucion pirada.

Figura 5. Caracterizacion topogrfica del electrodo de oro biofuncionalizado con proteina de secrecién
enriquecida en Ag38kDa* purificado de CFP LAM09.a 819 pg/mL. con MHA en un drea de 1,6 pm’
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Figura 3. Curvas de acumulacién de especies. Sobs: Riqueza obsenvada
Estimadores no paramétricos: Bootstrap, Jackknife 1 y Jackknife
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Figura 3. Pruebas histoquimicas realizadas en laticiferos de especies de Asclepiadoideae.
A,H-1) Oxypetalum banksil, B-C,K) Asclepias curassavica, D) Fischeria stellata, £,G,J,L)
Gonioanthels axilaris, F) Matelea denticulata, A-8) Polisacaridos identificados por la
reaccion PAS, C) Mucilagos detectados por acido tanico y cloruro ferrico, D) Proteinas
coloreadas por negro de aimidon 8, E-F) Lipidos detectados por negro de Sudan B (£ y
Sudan 1V (F), G-H) Lipidos neutros (G)  acidos (H) identificados por sulfato azul de Nilo, I)
Acidos grasos evidenciados por acetato de cobre y acido rubeanico, J) Compuestos
fenolicos identificados por cloruro ferrico, K-L) Alcaloides detectados por reactivo de
Wagner (K) y reactivo de Dragendorff (L.
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Table 2. Antibiotic - modulatory activity of the corn oil associated
with aminoglycosides against S. aureus 358 and E.oli 27 (mg/m).

Staphylococcus aureus 358 Escherichia coli 27

ANTIBIOTICS  C+  +CORN _ C+  +CORN
Kanamycin ) ) 39 25
Amykacin 06 06 39 39
Neomycin 49 49 39 39
Gentamicin 2.5 2.5 49 49

“C+: Positive control.
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Figure 2. Neighbor-Joining tree (TN+G; Gamma = 0.51) illustrating the relationships

of the sequences of Colombia’s population compared with the Indo-Pacific populations.
H1, H2 and H3 correspond to haplotypes recorded in the population in Colombi:
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Tabela 1. Origem das linhagens bacterianas, ¢ os perfis de resisténcia a antibidticos.

Bactéria Origem

Perfl de Resisténcia

Excheicia coli-27 Ferida cirurgica

"Ast, Amox, Amp, Ami, Ax, Ca, Can, Caz, CFc, CF,
Cip,Clo, Im, Sz, Tet, Tob

Echeichia ol ATCC 10536

Staphylococeus aureus 358 Ferida cirurgica

Ami, But, Can, Gen, Neo, Net, Oxa, Para, Sis, Tob

Staphylococeus aureus ATCC 25923 -

Praudomonas aerygincsa 91 Ferida cirurgica ‘Amp, Amo, CF, Cf, Ceft, Cip, Im, Mer
Praudomonasaeryginosa 143 Ferida cirurgica ‘Amos, Amp, Cef, Cf, Ch.
Praudomonasaerugnesa 75 Ferida crirgica ‘Amon, Amp, Ast CF, Ci, Cip, Im.

Praudomonas aerugnosaATCC 15442

st Apegnan: Ax - Amosacilinas Amp - Ampiciina; Ami - Amicacina; Amox - Amoxiina; Ca - Cefadrosil
Cic - Cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz - CeRazidima; C - Cefoxftina: Coft - Ceftriaxons; Cip - Ciproflocin;

Clo - Cloranfenicol Im - Imipenem: Can - Canamicina: S2 - Sufametrim Tet - Tetracilina; Tob - Tobramicina;
Oa - Oxacilina; Gen - Gentamicina; Mer - Meropener; Neo - Neomicing; Para - Paramoicina;

BUC— Butiosing; Sis - Ssomicina; Net - Netimicna; - ) Auséncia de reSiténcia ou ressténcia sem relevancia.
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FIG. 1. Ubicacion de fas tres estaciones de muestreo en la Bahfa de La Paz: La E1 (San Juan de La Costa)
¥ E2 (Rancheros del Mar) se localizaron en las granjas atuneras, y la E3 ubicada en El Mogote.
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TABELA 1. Andlise de correlagao de Spearman entre a abundancia de Ameivula ocellifera
(Spix, 1825) e A. abaetenss (Dias, Rocha e Vircibradic, 2002) e a precipitagao, temperatura do
ar e umidade relativa do ar no Parque Nacional Serra de Itabaiana, Sergipe-Brasi

Cocficiente de Comrelagio (r)

Varidveis independentes. Ameivula ocellifera Ameivula abactensis
Precipitagao (mm) 20.006 06737
Temperatura do ar (°C) 0.006 0345
Umidade Relativa do ar (%) 0122 -0.407

* significativo a 5% de probabilidade
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Table 3. Comparison measures of genetic diversity between native and introduced populations of several

species with different molecular markers.

Species _State_Marker #Pops_n_H/N, HD/H__ /A Author
i 116 3 0242 0002 Cumencswdy
N 420 2 09% 0062 Zhouetal, 2009
N 8 10 - 0780 0034 Kumaretal, 2007
£ monodon <3
N 9 35 35 0992 0043 Youetal, 2008
N 6 19 - 0,018 Walther etal, 2011
N 1623 15 0830 0040 Wagairawetal, 2012
— N 23 36 oses oow -
eris voltans ; s oe oon Beneureta,
N 5 10 s o083 oo
Limnomysis benedeni col
[ 9 4 0634 0006 Audsionyectal, 2009
Carcnus meanas co 217 0762 Darling et al, 2008
[ 1 24 - o0 -
N 16 18 855 0710 435
Comimsmeanas  —— SR Darling et al. 2008
[ 15 36 488 0569 308
Bythotrephes N 230 O A, 200
ythotrephes lorgimanes — T oiee ae e,
Paciastacus enuscul P T 177150 pgebergand 1995
ifistacus fniusclus ot ———¢ So7e 125 Aserbersand jansson,

*N: Native I Inroduced. #Pops: number of populations assessed, : Mean number of ndividuals,
e diversiy, H. expected hetrozygosiy,
NA mitochondral v

COI: Gytochrome Oridase suburit 1, SSR: Simple Sequence Repeat, Prot.: Proein.

4 number o haplotypee, N, mberof allees, HD: haplo
T macieoride dweray A allic nehmes, CR: Cantrol Region
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Table 2. Effect of amino acid (AA) supply on shoot length (cm), leaf number per plant, fresh weight
(FW g plant) and dry weight (DW g plant ) of faba bean plants grown at three seawater salinity.
(SW) levels in 2011/12 (S1) and in 2012/13 (SIl)*

Treatments _Shoot length (cm) _leafNo. plant’ _ FW (gplant')  DW (g plant’)
W an si S s SISt SIS Sit
TW  AM0 690bd"  690d 107¢f  163cd 10def  10.8F 123F 149

AMT 703bc 710c_127bc _ 173bc_116c 1194 1484 17%
A2 730 7306 1376 183b 1246 1376 2076 226b
M3 7708 7702 150a _ 197a 1312 156a 254 274
SWI_AAD 6306 630F 97fz 130 02g  98n 103  128%
AAT 660ce  660c 113de  140fg 103c  107f 129f  147¢
AA2_ 690bd 6904 128bc  153de 115c 1194 165c _ 170d
AA3 730ab  730b 1376 163cd 121b  129c 205 187c
SW2_ A 560 S77h_83h 113 84n 90 08h 104
MM 590f 607g 90  127h 97F  lodg 1055  123g
AA2 610eg  627f 108  139fg 1084 11.0¢F 124F  133f
AAS 6404 640F 120cd  147ef 113c  113c 139de  1dsc

*Mean values (n=12) in the same column for each trait in each year with the same lower-case letter are not
significantly different by Duncan’s multiple range test at p < 0.05.

“Measurements were made 75 d after sowing (DAS).
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Table 2. Comparative growth and oxidation abiliy of tested fungi on MEA/DMP plates at different pH.

DMP Growh DMP Onidation
Fungi

PH4___ pHS _ pHG _ pHs _ pHS __ pH6
C subermispors 7P 105752 B - 5 =
C subvermispors FP 90031 - - . 5
C sbvermipors L6332 E 5 B 5 5 =
C vrskobr f_ontacties BAFC 266 e = 3 T 5
G applonstum (strain A - =
G applonatum (srain B) E = 3 5 S
G applonatum (strain ©) v BN v =
G applonatum (strain D) - " 3 5 5 5
G applanatum (stain £) 5 T
G applonstum (strain F) = v 5
P brevigors BAFC 633 e - =
P chsesporim BRMF 1767 5 3 3 5 5 5
P chysporium HHB 11741 5 .
P chrysporiom ME 446 B 5 8 2 z
P_ssjorcsjo 5 I 5 ey
7 sanguineus BAFC 2126 - = : e 5
Stecheriium 55 BAFC 171 B B -
T slgans BAFC 2127 g g v 5 5
T viloss BATC 2755 B = :

Note: number of crosses (+ 10 ++++) indicates posiive reaction intensicy (weak (o very srong): () implis no detectable
reaction. * Data from Fonseca tl, (2010).
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Figure 3. Daily record of the chlorophyl luorescence and leaf water potential of the gulupa.
plants in the flowering stage in the thre locations: (a) photosynthetic photon flux density (PPFD),
(b) photosystem Il operating effciency (4,), (<) maximum quantum efficiency of photosystem II
photochemistry (Fv/Fm), (d) leaf water potential before dawn (¥,,), (¢) leaf water potential during.
the day (¥). Inthe water potential igure, each point represents the average of ten plants =standard
error and, in the chlorophyll fluorescence figure, each point represents the average of twenty
plantszstandard error. Different letters indicate significant differences with p<0.05.
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FIG. 6. Frequéncia relativa das observaces de Ameiwia ocelifera (n
-1040) e A_abaetensis(n - 268) em relaco as atividades desenvolvidas
no momento do avistamento (Atividade 1) para a drea do Parque
Nacional Serra de ltabaiana, Sergipe-Brasil
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Tabla 1. Fechas de registro de diferentes estados fenolégicos para la feijoa

Localidad

No. San Francisco Tenjo
Marcacion botones 1 Julio 13 de 2012 Julio 14 de 2012
Rorales 2 Marzo19de2013 Abril 17 de 2013

3 Julio17 de 2013 Mayo 15 de 2013

4 Agosto21de2013 Junio 20 de 2013
Angesis 1 Julio 24 de 2012 Agosto 03 de 2012

2 Marzo29de2013 Mayo 02 de 2013

3 Julio28 de 2013 Mayo 31 de 2013

4 Septiembre 01 de 2013 Julio 10 de 2013
Cuaje de fruto 1 Julio31de 2012 Agosto 14 de 2012

2 Abril04de2013 Mayo 13 de 2013

3 Agosto04.de2013 Junio 12 de 2013

4 Septiembre 08 de 2013 Julio 23 de 2013
Cosecha de fruo 1 Diciembre 26 de 2012 Enero 30 de 2013

2 Septiembre 10 de 2013 Noviembre 29 de 2013

3 Diciembre 27 de 2013 Diciembre 05 de 2013

4 Enero31de2014

Enero 10 de 2014
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Table 1. Influence of riparian vegetation on allochthonous or autochthonous resources in
aquatic environments. (Own figure, Santana ARA)

Author Environment _ Allochthonous  Autochthonous
oo PP vegeraed bank 1 i
Hauer and Hill (2007)  vegetated bank T 4
Abelho (2001) vegetated bank T 1
Vannote et l., (1980) non-vegetated bank 1 &
a0 Canioro non-vegetated bank L T

(2006)
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Figura 2. Validacion cruzaca para fa fejoa usando Las temperaturas base especiicas para cada etapa fencldgica.
A Comparacién de s dis pronosticados yobservados desde boton floral hasca I cosecha.
8. Comparacién de los GDC pronosticadosy observados.
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Tabla 2. Nimero total de equinodermos en las estaciones de muestreo, bahia de Cispat, Caribe colombiano.

Escaciones de muestreo

Familias Especic P Robalo P Terraplén °
LUIDIDAE Luidis senegalenss amarck, 1816 0 W 1
AMPHIURIDAE _ Amphiphos suamata Dell Chiaje, 18283 0 3
‘OPHIOTHRICHIDAEOpfithriangslta Say, 1825 a9 3 7

Ophithrixorstedi Lirken, 1856 3 3 1
OPHIACTIDAE ___ Ophiactis smvigyi Mullery Troschel, 1842__35 w @
TOXOPNEUSTIDAE _bytechimsvrigatas Lamarck, 1816 3 0 3
MELLTIDAE Encope micheln Agassiz, 1841 52 2 e
Mellta quinguiesperforsta Leske, 1778 19 B 2
STICHOPODIDAE _ ostichopusbadinotus Selenka, 1867 2 o 2
HOLOTHURIIDAE _ Hobthuriaforidana Pouralis, 1851 3 0 38
Total general 214 79 203
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rografia del testiculo de H. pulhells. Se
observa una vista general de varios loculos seminiferos con
células espermatogénicas en diferentes etapas de desarrllo. C1,
espermatocito I; C2, espermatocito Il; G2, espermatogonia. Il
1, tinica albuginea; tp, tinica propia; T2, espermtida II; Z,
espermatozoide en el lumen. (10X tricromico de Mason, la escala
representa 100um). Foto: F. Carezzano






