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  ABSTRACT


  The immune system maintains the integrity of the organisms through a complex network of molecules, cells, and tissues that recognize internal or external antigenic substances to neutralized and eliminate them. The mechanisms of immune response have evolved in a modular fashion, where members of a given module interact strongly among them, but weakly with members of other modules, providing robustness and evolvability to the immune system. Ancestral modules are the raw material for the generation of new modules through evolution. Thus, the study of immune systems in basal metazoans such as cnidarians seeks to determine the basic tool kit from which the metazoans started to construct their immune systems. In addition, understanding the immune mechanisms in cnidarians contributes to decipher the etiopathology of coral diseases of infectious nature that are affecting coral reefs worldwide.
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  RESUMEN


  El sistema inmune mantiene la integridad de los organismos vivos por medio de una red compleja de moléculas, células y tejidos que reconocen sustancias antigénicas internas o externas para neutralizarlas y eliminarlas. Los mecanismos de respuesta inmune han evolucionado de una manera modular, en donde miembros de un módulo dado interactúan fuertemente entre sí, pero débilmente con componentes de otros módulos, otorgando así robustez y potencial evolutivo al sistema inmune. Módulos ancestrales representan el material básico para la generación de nuevos módulos durante el proceso evolutivo. Así, el estudio de sistemas inmunes en metazoarios basales como los cnidarios busca determinar cuales son los módulos ancestrales a partir de los cuales se constituyen los sistemas inmunes de animales derivados. Adicionalmente, el entendimiento de los mecanismos de respuesta inmune en cnidarios eventualmente contribuirá a descifrar la etiopatología de las enfermedades de corales de carácter infeccioso que está afectando los corales en el mundo.


  Palabras clave: enfermedades de corales, inmunidad en cnidarios, inmunología evolutiva.

  


  INTRODUCTION


  The cnidarians are a basal metazoan group, sister of all bilaterian animals. In this group are included corals, anemones, and hydras, and they are the structural and functional basis of coral reef ecosystems, one of the most diverse of the world (Sheppard et al., 2009). Indeed, coral reefs have an immense biological diversity only comparable to that of the tropical rain forest (Jackson, 2008). Yet, about one third of reef-building corals worldwide are facing extinction (Carpenter et al., 2008) due in large part to an increased incidence of coral diseases of infectious nature (Harvell et al., 2007). Current efforts have been primarily focused to determine the contribution of local and global environmental factors (Sokolow, 2009) as well as to identify the etiological agents of coral diseases (Rosenberg et al., 2007). However, the mechanisms of immune response in cnidarians are just beginning to be studied systematically (Palmer et al., 2012a). Genomic and transcriptomic studies in the Hydrozoans Hydra magnipapillata (Chapman et al., 2010; Wenger et al., 2013), and Hydractinia echinata (Soza-Ried et al., 2010), the sea anemone Nematostella vectensis (Miller et al., 2007; Putnam et al., 2007) and a few corals (Miller et al., 2007; Schwarz et al., 2008; Shinzato et al., 2011; Vidal-Dupiol et al., 2011), have revealed several immune response genes conserved from cnidarians to vertebrates. This review presents a description of immune response mechanisms described in cnidarians.


  Epithelia as immune barriers


  Cnidarians are essentially epithelial organisms. They are constituted by two epithelial layers, the ectoderm (epidermis) and the endoderm (gastrodermis), separated by an acellular layer known as the mesoglea (Kozloff, 1990). The epithelial cells play a fundamental role in immunity as they display phagocytic activities and secrete mucus, which acts as a physicochemical barrier preventing or slowing down the proliferation of potential pathogens (Augustin et al., 2011). The mucus contains several protector factors, including serine protease inhibitors with bactericidal activity and antimicrobial peptides (AMPs) (Augustin et al., 2009). Some cnidarian species, like the octocoral Gorgonia ventalina, have granular amebocytes specialized in phagocytosis, constituting a primary line of defense against the fungus Aspergillus sydowii, a common pathogen in this species (Mydlarz et al., 2008). Additionally, these amebocytes activate the prophenoloxidase enzymatic pathway that promotes the deposition of melanin in the affected zone, forming a barrier against the dispersion of pathogens (Mydlarz et al., 2006). Scleractinian or stony corals also have granular amebocytes that activate the melanization processes in response to thermal stress (Palmer et al., 2011) and near tissues with skeletal anomalies (Domart-Coulon et al., 2006). Cnidarians have an immense capacity to regenerate their tissues as a consequence of the continuous proliferation of stem cells (Fautin, 2002); this could be considered as an additional arm of immune defense in these organisms since the cells infected intracellular parasites are quickly removed in a programmed way (apoptotic processes) and they are immediately replaced by non infected cells (Augustin et al., 2011). Cnidarians posses a complex set of symbiotic bacteria inhabiting the epithelial surfaces that compete with potential pathogens to colonize the tissues (Bosch, 2013). Alterations in the structure of the symbiotic bacterial communities due to environmental changes, might promote the proliferation of opportunistic microorganisms that can cause disease (Cárdenas et al., 2012). Hence, bacterial communities associated to the epithelia can also be considered part of an efficient immune barrier in cnidarians.


  Deconstruction of immune response in cnidarians: recognition, signaling and effector modules


  The defense against potential pathogens is one of the most important factors for the organism survival and the immune systems have evolved to maintain the integrity of the tissues against these challenges. There are several molecular mechanisms that mediate the recognition of potentially dangerous agents and the response to neutralize and eliminated them. These molecular mechanisms can be grouped into three modules, the recognition, the intracellular signaling and the effector modules. The recognition module is perhaps the most dynamic evolutionarily, where antigen receptors diversify rapidly to keep pace with the highly diverse microorganisms, while the signaling and effector modules are much more conserved. In the following sections we present some components of these three modules characterized in cnidaria.


  The Immune recognition module of cnidarians


  The recognition module of the immune response is perhaps the most dynamic, due to the high diversification of receptors for antigen binding. In this module are grouped the pattern recognition receptors (PRRs), which recognize molecules unique for a given microorganism but are absent in the host (pathogen-associated molecular patterns– PAMPs). PAMPs include components of microbial cell walls like zymosan, lipoteichoic acid (in Gram-positive bacteria) and lipopolysaccharides (LPS) (in Gram-negative bacteria), or different classes of bacterial proteins, like flagellin (Dunn, 2009). PRRs can recognize also damage-associated molecular patterns (DAMPs), which are self molecules or debris from altered cells, to initiate their removal (Takeuchi et al., 2010). The interaction between PRRs and PAMPs (or DAMPs) induce a quick response acting at three different levels (Dunn, 2009): a) stimulating the microbial ingest through phagocytosis and enzymatic degradation, b) stimulating the mobilization of molecules to places where the infection is produced, and c) activating effector molecules through intracellular signaling transduction cascades. According to their location, at least three classes of predicted PRRs have been identified in cnidarians: membrane (mPRRs), soluble (sPRRs) and cytploasmic (cPRRs). The mPRRs and sPRRs recognize non-self (bacteria, viruses and fungi) and alteredself molecular patterns either immobilized on cell surfaces or soluble in extracellular space, while the cPRRs play an important role recognizing viruses and intra-cellular bacteria (Takeuchi et al., 2010). A summary of the cnidarian PRRs can be seen in Figure 1.


  [image: ]


  Membrane pattern recognition receptors (mPRRs)


  Toll-like receptors (TLRs) are among the most conserved mPRRs (Augustin et al., 2010), and perhaps the best studied in invertebrates (Franzenburg et al., 2012). The TLRs are transmembrane proteins composed by an extracellular N-terminal domain having leucine rich repeats (LRRs), which is responsible for the recognition process, a flanking cysteine-rich domain, a transmembrane domain, and an intracellular Toll/Interleukine-1 receptor (TIR) domain that initiates the transmission of intracellular signals leading to the translocation of transcription factors from NF-kB family (Franzenburg et al., 2012). In Drosophila, these transcription factors activate genes coding for antimicrobial peptides, while in mammals they induces the expression of proinflammatory cytokines. Nine Toll genes have been identified in the D. melanogaster genome, 10 TLRs in Anopheles gambiae, one in horseshoe crab Tachypleus tridentatusza, 214 in the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus and 222 in amphioxus Branchiostoma floridae (Huang et al., 2008). The number and structure of TLRs vary in cnidarians (Dunn, 2009). In Hydra, two transmembrane proteins have been characterized having extracellular LRRs similar to those present in vertebrate TLRs (HyLRR-1 and HyLRR-2). However, these two proteins do not possess the intracellular TIR domain typical of vertebrate TLRs (Fig. 1). In addition, Hydra has two other transmembrane proteins, HyTRR-1 y HyTRR-2, having intracellular a TIR domain with no recognizable extracellular domains. Immune-challenge assays suggest that HyLRR-2 and Hy-TRR-1 are functionally linked to recognize molecular patterns and to transduce the signal from the cell membrane to the nucleus (Augustin et al., 2011). The recognition of bacteria by TLRs is not only an immune process but it also contributes to recolonization of commensal bacteria (Franzenburg et al., 2012). In addition, silencing the HyTRR-1 and HyLRR-2 genes leads to a drastic reduction in the synthesis of antimicrobial peptides such as Hydramacin-1, Arminin-1a, and Periculin-1, indicating that the TLR pathway in this hydrozoan activates an antimicrobial state (Augustin et al., 2010). A dual TLR structure similar to that of Hydra might also be present in other cnidarians such the corals Montastraea cavernosa, Pocillopora damicornis, and Seriatopora hystrix, as they do not posses canonical TLRs (Poole et al., 2014). Yet, canonical TLRs have been identified in other Anthozoans, like the anemone Nematostella vectensis and the staghorn coral Acropora millepora (Miller et al., 2007). In N. vectensis one TLR has been identified, which is structurally similar to the vertebrate TLRs having an extracellular LRRs domain and an intracellular TIR (Miller et al., 2007). Furthermore, in this anemone three other transmembrane TIR-containing proteins have been identified, having a variable number of extracellular immunoglobulin (Ig) domains, similar in architecture to mammalian interleukin receptors (ILR) (Fig. 1). In A. digitifera, four TLRs and 19 ILRs have been identified, suggesting the immune recognition repertoire of this coral is more complex than that of Nematostella (Shinzato et al., 2011). Other important group of mPRRs is the scavenger receptors (SR), which recognize a wide variety of molecular patterns, and in vertebrates, have been classified into 8 types, A-H (Plüddemann et al., 2007). EST analysis have reveled the presence of transcripts encoding SR in the corals M. faveolata and A. palmata, including various from the B family that are characterized by the presence of scavenger receptor cystein rich (SRCR) domains (Schwarz et al., 2008). The mechanisms of recognition and the signal transduction pathways that these receptors activate are yet to be explored in cnidarians.


  Cytosolic pattern recognition receptors (cPRRs)


  One of the most prominent families of cPRRs found in cnidarians is the NOD-like receptors (NLRs). They are cytosolic receptors that form a signaling scaffold to activate cytokines or inflammatory caspases, and are composed of a central nucleotide-binding domain NACHT, a C-terminal domain with several LRRs, and an N-terminal effector domain such as Pyrin, CARD, DED or BIR (Proell et al., 2008). Complex repertoires of NACHT-containing proteins have been identified in H. magnipapillata, N. vectensis, and A. millepora (Lange et al., 2011). Classical NLR with tripartite domain structure (DED/NATCH/LRRs) are present in both N. vectensis, and A. millepora, but not in Hydra, indicating that this hydroid has modified secondarily its NLR receptors gene set (Lange et al., 2011).


  Soluble or secreted pattern recognition receptors (sPRRs)


  C-type lectins (CTLs) participate in important immune functions across the animal kingdom, including opsonization (Takeuchi et al., 2010) and activation of the complement system (Fujita et al., 2004). In the coral Pocillopora damicornis two CTLs have been characterized, the mannose binding lectin PdC-Lectin and concanavalin (Vidal-Dupiol et al., 2011) (Fig. 1). These two molecules increase their expression after a challenge with a virulent strain of Vibrio coralliilyticus and also are involved in the molecular interactions between the coral and the algal symbionts during thermal stress events (Vidal-Dupiol et al., 2009). Another immune-type lectin family found in several cnidarian species is the Tachylectins (TLs). These lectins were originally isolated from horseshoe crab Tachypleus tridentatus and were shown to induce an antimicrobial activity through the recognition of PAMPs, such as LPS and peptidoglycans (Beisel et al., 1999). TL-2 proteins have been characterized in some corals species, including those from genera Acropora, Montastraea and Oculina (Fig. 1). In addition, a TL-like molecule was characterized in the hydrozoan Hydractinia echinata, but despite to its similarity to TL, it has no immune function (Mali et al., 2006). A different type of lectin, a mannose-binding lectin (MBL) called Millectin, has been isolated from the coral A. millepora. Millectin binds bacteria and the algal symbiont Symbiodinium, and is involved in the process of immune response and symbiont acquisition (Kvennefors et al., 2008). Finally, the Lipopolysaccharide (LPS)-binding proteins (LBPs) is a family of sPRRs that recognize LPS from Gram-negative bacteria, leading to the activation of NF-kB pathway in both vertebrates and invertebrates (Fraser et al., 2008). Homologues of LBPs have been identified in the genomes of H. magnipapillata and N. vectensis (Miller et al., 2007).


  The immune signaling module of cnidarians


  This module includes components of signaling pathways involved in the activation of immune effector molecules. Several signaling genes homologous to those of vertebrates have been identified in cnidarians; yet, there is very little functional information that can confirm their actual role in those processes. The TLR signaling pathway is well conserved in metazoans, and in the cnidarians H. magnipapillata, N. vectensis and A. millepora, genes encoding the universal adaptor protein MyD88, and kinases that participate in the signal delivery, such as IRAK, TRAF and TAK, have also been identified (Palmer et al., 2012b). Indeed, MyD88-knockdown of a Hydra vulgaris line was generated to demonstrate that TLR recognize bacteria to subsequently induce the synthesis of AMPs (Franzenburg et al., 2012). Furthermore, the gene coding for the transcription factor NF-kB, which activates the expression of various genes involved in a wide range of immune processes, has also been characterized in wild populations of N. vectensis and A. millepora (Palmer et al., 2012b). In Hydra, it is known that the activation of NF-kB leads to the expression of AMPs (Augustin et al., 2012). Finally, components of other signaling transduction pathways triggered by PRRs appear to be conserved in corals and other cnidarians, for example, those involved in the Interferon and ECSIT signaling pathways (Miller et al., 2007).


  The immune effector module of cnidarians


  Research on immune effector mechanisms in cnidarians is in its beginnings, and it has been suggested that the main effector molecules are proteases, serine protease inhibitors, antimicrobial proteins, and the Complement system (Dunn, 2009). Among proteases, the lysosomic cathepsins are playing an important role in phagocytosis, and have been identified in the genomes of Hydra (Chapman et al., 2010) and N. vectensis (Putnam et al., 2007). Protease inhibitors with putative immune activity have also been characterized in some cnidarians. For example, the kazal-type protease inhibitor isolated in Hydra shows strong in vitro bactericidal activity against Staphylococcus aureus (Augustin et al., 2009). Other protease inhibitors, the kunitz-type protease inhibitor and the alpha-2-macroglobulin, have been identified in anemones and are thought to play a role in immunity by inactivating virulence factors from bacteria (Fujito et al., 2010; Kimura et al., 2009; Peigneur et al., 2011). AMPs have been identified in Hydra (Bosch, 2013) and in the coral P. damicornis (Vidal-Dupiol et al., 2011). In the latter, the AMP is called damicornin, and it is expressed in the ectodermal granular cells and displays antimicrobial activity in vitro against Gram-positive bacteria and fungi (Vidal-Dupiol et al., 2011). In the former, three AMPs have been characterized, Hydramacin-1, Arminin-1a and Periculin-1 (Augustin et al., 2010; Jung et al., 2009). The synthesis of AMPs in Hydra is triggered by the interaction between TLR-like molecules and a ligand, and they show some degree of specificity to different PAMPs. For example, Hydramacin-1 increases in presence of LPS (Augustin et al., 2010), while the expression of Periculin-1 increase in presence of both LPS and flagellin Cnidirian immunity (Augustin et al., 2011). Finally, the Complement system is an important effector mechanism in animals functioning in opsonization, regulation of inflammatory responses, and bacterial lysis. The Complement system is activated by three parallel proteolytic cascades, known as the classical, alternative, and lectin pathways, which converge in the cleavage of the Complement component 3 (C3) to generate inflammatory factors and bacterial lysis (Sarma et al., 2011). The various components of the Complement system are grouped into five families (Nonaka et al., 2006): the C3 family (C3, C4, and C5), the factor B (Bf) family (Bf and C2), the mannan-binding lectin-associated serine protease (MASP) family (MASP-1, -2, -3, C1r, and C1s), the C6 family (C6, C7, C8A, C8B, and C9), and the factor I (If) family. The C3 family is part of the thioester bond-containing protein (TEP) superfamily, which also includes the serine protease inhibitor alpha-2 macroglobulin (A2M) and GPIlinked glycoprotein CD109. Complement-encoding genes identified in cnidarians include those for C3, factor B (Bf), and Mannose-binding lectin-associated serine proteases (MASP) (Dishaw et al., 2005; Kimura et al., 2009; Miller et al., 2007; Fujito et al., 2010; Kenkel et al., 2011). Functional studies on these complement molecules are needed to understand their actual role in cnidarian immunity.


  CONCLUDING REMARKS


  Cnidarians are the structural and functional basis of coral reefs, one of the most biodiverse ecosystems in the planet, and are also responsible in large extent for maintaining the physicochemical properties of the ocean in the tropics. In the last few decades, global and local environmental changes have generated an unprecedented crisis in the health of coral reefs characterized by frequent bleaching episodes and high incidence of coral diseases (Weil et al., 2006). This latter phenomenon has attracted the attention of the scientific community and important contributions have been generated directed to identify possible etiological agents involved in the pathology of such diseases. Yet, a detailed understanding of the phenomenon, and, perhaps more importantly, the generation of preventive and corrective measures, requires a more integrative approach involving, among other things, knowing how the immune system of corals, and of cnidarians in general work. Thanks to the advantages that provide the current methods of genome and transcriptome sequencing, it is now possible to identify cnidarian genes homologous to those of model organisms for which functional studies have been performed (Dheilly et al., 2014). Most cnidarian immunity studies have focused on Hydrozoa and Anthozoa taxa, yet, to have a better understanding of the origin and evolution of the immune mechanisms in cnidaria, it is necessary to analyze basal groups, e.g. Ceriantharia and Cubozoa, that due to their large phylogenetic distances (Miller et al., 2007; Stampar et al., 2014), will prove to be highly informative.


  Beyond comparative analyses of conserved immune-type molecules, the study of cnidarian immunity needs to be focused on functional studies of the genes identified by sequencing. However, a general panorama can be seen from the available data revealing a vast diversity of immune recognition molecules, associated with some signaling pathways and effector mechanisms conserved throughout metazoans. Much more of such molecules are yet to be discovered, and, together with functional analyses, will provide the opportunity to generate a general description of the immune system of cnidarians.
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  RESUMEN


  Se reportan en Colombia trabajos en el desarrollo de líneas genéticamente modificadas (GM) de arroz, yuca, algodón, papa, caña de azúcar, café, maíz, soya, estevia y crisantemo, por parte de cinco centros de investigación (CIAT, CENICAÑA, CENICAFE, CIB, CORPOICA) y tres universidades (Universidad Nacional de Colombia, Universidad Javeriana, Universidad de Antioquia). Para llegar a la liberación comercial de variedades GM, se requiere de verdaderas políticas públicas en ciencia y tecnología, que den financiación suficiente y oportuna, así como resolver problemas con la maraña de patentes que limitan o impiden el desarrollo de innovaciones biotecnológicas, además de con el paquete regulatorio, que incrementa significativamente los costos de desarrollo.


  Palabras claves: cultivos GM, propiedad intelectual, regulación en bioseguridad.

  


  ABSTRACT


  Here in Colombia have been reported efforts on the development of genetically modified (GM) crops, like: rice, cassava, cotton, potato, sugar cane, coffee, corn, soy, stevia and chrysanthemum, by five research center (CIAT, CENICAÑA, CENICAFE, CIB, CORPOICA) and three universities (Universidad Nacional de Colombia, Universidad Javeriana, Universidad de Antioquia). To get to the commercial release of GM varieties, real public policies on science and technology are needed, giving sufficient and timely funding, as well as to solve problems with the tangle of patents that limit or prevent the development of biotechnological innovations, and it is also required suffice funding to go through the regulatory issues, which significantly increase the cost of those developments.


  Keywords: biosafety regulation, GM crops, intellectual property.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los primeros reportes de trabajos realizados en ingeniería genética de plantas en Colombia se presentaron en el IV Congreso Nacional de la Sociedad Colombiana de Fitomejoramiento y Producción de Cultivos en 1995. Un trabajo del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia (UNC) (Chaparro et al., 1995), trabajos del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) posteriormente publicados (Sarria et al., 1999; Sarria et al., 2000; Lentiniet al., 2003) y de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (CORPOICA) (Reichel et al., 1996). Aunque son cerca de 19 años de actividad, tanto las dificultades para conseguir financiación y para construir masa crítica, como las limitaciones en las políticas públicas sobre investigación científica, y la debilidad de los gremios de producción agrícola, han limitado la apropiación nacional de la tecnología del ADN recombinante. Por ejemplo, para el 2014 los recursos de la convocatoria nacional de proyectos de investigación básica y aplicada en el sector agropecuario del Departamento Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación (COLCIENCIAS), llegan apenas a 2,5 millones de dólares, por los que tienen que competir alrededor de 362 grupos de investigación.


  A pesar de todo, se han consolidado grupos de investigación dedicados al desarrollo de cultivos transgénicos o cultivos genéticamente modificados (GM), en instituciones públicas y privadas, tales como: CIAT, UNC, Centro de Investigación de la Caña de Azúcar de Colombia (CENICAÑA), Centro Nacional de Investigaciones del Café (CENICAFE), Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB). Se registran esfuerzos puntuales en CORPOICA, la Universidad de Antioquia y la Pontificia Universidad Javeriana de Bogotá. En el entretanto, se registró una rápida adopción de los cultivos transgénicos o genéticamente modificados (GM) en el mundo. En el año 2013 se cultivaron 175 millones de hectáreas, en 27 países (James, 2013). También, se configuró el marco regulatorio nacional, con base en el cual, en el 2013 se sembraron en 20 regiones colombianas cerca de 102019 hectáreas, en algodón GM, maíz GM y flores de corte GM (AGROBIO, 2013).


  En el presente trabajo se explican las herramientas que se necesitan para el desarrollo de una planta GM, enfatizando el papel que juega el manejo de propiedad intelectual y del paquete regulatorio, luego se presentan los datos actuales de uso agrícola de la tecnología GM en Colombia y el mundo, para finalizar con un resumen apretado de las iniciativas nacionales desarrolladas por entidades públicas y privadas. Llegar a la comercialización de un cultivo GM construido en el país, precisa de alianzas entre los centros de investigaciones, las universidades y los gremios de la producción agrícola. Implica entender la maraña de patentes que limita el uso de las tecnologías básicas, y la legislación de bioseguridad que determina la liberación comercial. Es otra vía para el ejercicio de la soberanía nacional en el terreno de los recursos genéticos de una nación megadiversa.


  DESARROLLO DE UN CULTIVO GM


  Para el desarrollo de cultivos GM se necesita entender y aplicar las tecnologías básicas de la ingeniería genética de plantas, y para los usos comerciales, entender la interacción de este conocimiento con asuntos jurídicos como los derechos de propiedad intelectual y el marco regulatorio para la liberación comercial.


  Tecnologías básicas


  Las tecnologías básicas de ingeniería genética de plantas, tienen que ver con biología molecular y bioinformática, transformación genética, y cultivo de tejidos vegetales (Chaparro-Giraldo y Flores, 2010).


  Con las técnicas de bioinformática y biología molecular es posible diseñar por computador y manipular las secuencias de los genes. Se precisan protocolos para la manipulación in vitro de moléculas biológicas (ADN, ARN, proteínas), y software aplicable tanto al diseño de genes, como al análisis de la transcripción y traducción in silico. Se trata, por ejemplo, de obtener de una página web la secuencia del gen cry1Ac que confiere resistencia a algunos insectos lepidópteros, y diseñar una nueva secuencia más eficiente para el arroz, incluido la generación de su casete de expresión, que contiene la región promotora y la región terminadora. Ese casete es enviado vía e-mail a una empresa extranjera que sintetiza el constructo, lo introduce en un vector de transformación pre-seleccionado, y lo envía al laboratorio en Colombia donde se está desarrollando la variedad GM de arroz (Chaparro-Giraldo y Flores, 2010).


  Una vez se tiene el vector de transformación con el gen de interés, lo que se sigue es el uso de protocolos para la transferencia del gen al genoma de la especie vegetal seleccionada. En la producción comercial de variedades GM, se han utilizado dos sistemas, uno biológico basado en Agrobacterium tumefaciens (Zambryski et al., 1989) y otro físico basado en la biobalística (Sanford, 1988). Se obtienen así células transgénicas, a partir de la cuales se regenera una plántula completa, mediante las técnicas de cultivo de tejidos vegetales. Se debe investigar previamente que tipo de tejido puede usarse, cuales reguladores de crecimiento, en que concentraciones, y en qué condiciones ambientales (temperatura, humedad relativa, fotoperiodo), así como las concentraciones del agente de selección que se vaya a utilizar (Chaparro-Giraldo, 2005).


  Finalmente, técnicas de biología molecular como Southern blot, Northern Blot, Western Blot, ELISA y varias derivadas de PCR, permitirán conocer, cuando se obtienen las plantas GM, el número de copias del transgen en el genoma, la localización (tallo, hojas, flores, etc.), y el nivel (ARNm o proteína) de la expresión del transgen, entre otra información relevante (Chaparro-Giraldo, 2005).


  Derechos de propiedad intelectual


  En la ingeniería genética de plantas se patentan genes, fragmentos de ADN, proteínas, secuencias regulatorias, vectores (clonación, expresión, transformación), cepas de bacterias, sistemas de regeneración, sistemas de transformación genética, organismos genéticamente modificados y sus líneas celulares (Hincapié, 2014). En el mundo cinco grandes compañías dominan las patentes en biotecnología vegetal, Monsanto, Dupont, Syngenta, Bayer y Dow, que además establecen licencias cruzadas exclusivas entre sí (Wright y Pardey, 2006). Este tipo de licenciamiento detiene la investigación y hace más lento el avance de la biotecnología (Pisano, 2006). La maraña de patentes puede limitar o aún impedir la comercialización de una variedad GM. Se ha llegado hasta la destrucción de una línea transgénica de pastos de forraje desarrollada por la Universidad de Michigan, por orden de un juez, resultado del pleito legal entre las compañías dueñas de las patentes del gen y de la región promotora (Thomas, 2006). Investigadores colombianos han publicado análisis de la relación entre derechos de propiedad intelectual (DPI) y biotecnología agrícola (Yaya-Lancheros y Chaparro-Giraldo, 2007).


  Para manejar el problema de las patentes y otros DPI (títulos de obtentor, secretos comerciales sobre parentales de híbridos, etc.), se recomienda la realización previa de análisis de libertad de operación, que implica la evaluación de las tecnologías que se utilicen en el desarrollo de una línea GM, de tal manera que se reduzcan o eviten completamente los DPI (Kryder et al., 2000). Para ello se necesita hacer la deconstrucción o ingeniería reversa de la innovación, desde el punto de vista científico y comercial (Kryder et al., 2000). En lo científico se trata de establecer claramente que materiales biológicos (genes, secuencias regulatorias, otras secuencias de ADN, vectores, cepas bacterianas, genotipos vegetales, explantes, etc.) y protocolos de laboratorio (cultivo de tejidos vegetales, técnicas moleculares, sistemas de transformación genética, etc.), se van a usar (Kryder et al., 2000). En lo comercial, la localización geográfica de la distribución del producto, el registro de variedades y la regulación de bioseguridad (Kryder et al., 2000).


  En Colombia el primer estudio de libertad de operación en el contexto de cultivos GM, examinó el caso de una línea de papa GM desarrollada por la Universidad Nacional de Colombia y la Corporación para Investigaciones Biológicas (Hincapié, 2014). Se concluyó que los problemas detectados están más relacionados con los Acuerdos de Transferencia de Material (ATM) y con la complejidad de los acuerdos interinstitucionales suscritos, que con las patentes (Hincapié, 2012). Los ATM contienen cláusulas que limitan el uso de materiales biológicos exclusivamente para investigación, y para el uso en unos específicos genotipos de papa, mientras los acuerdos interinstitucionales, no son claros en términos de la propiedad intelectual manejada o generada por cada una de las entidades participantes en el proceso de investigación (Hincapié, 2012).


  Para enfrentar el problema de la propiedad intelectual en biotecnología, una estrategia es la participación en iniciativas colaborativas de innovación, como "The Public Intelectual Property Resources for Agriculture" (PIPRA), entidad basada en la Universidad de California–Davis. Es una organización sin ánimos de lucro del sector público, cuyo principal objetivo es la innovación en la agricultura para fines humanitarios y comerciales de pequeña escala. Este consorcio está compuesto por 60 instituciones (centros de investigación y universidades públicas), de 17 países. PIPRA ha establecido una serie de objetivos orientados a demostrar la factibilidad de esta iniciativa, y sentar las bases para el manejo colectivo de los DPI del sector público (Delmer et al., 2003). La UNC, el CIAT y CORPOICA, son parte de este consorcio.


  Marco regulatorio para cultivos GM


  En Colombia la liberación comercial de cultivos GM está regulada por el decreto 4525 de 2005, que reglamente la ley 740 de 2002 que es el "Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnología del Convenio sobre la Diversidad Biológica". Se establecen tres comités técnicos nacionales de bioseguridad (CTN), uno de los cuales se encarga de los cultivos GM, y está conformado por: el ministro o delegado del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, Ministerio de Salud y Protección Social, Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible; el gerente o delegado de COLCIENCIAS y del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) (art. 19). El ICA es la secretaria técnica y es el gerente de esta institución quien toma las decisiones, sobre la base de las recomendaciones del CTN.


  A continuación se comentan elementos generales del decreto 4525 del 2005. El ámbito de aplicación es sobre movimientos transfronterizo, tránsito, manipulación y utilización de organismos vivos modificados u OGMs (art. 2). La evaluación del riesgo se realizará caso por caso, teniendo en cuenta criterios e instrumentos de acuerdo con los avances técnicos y científicos disponibles (art. 16). Las personas interesadas en actividades con OGMs deberán solicitar autorización previa ante la autoridad competente (art. 7). El documento de evaluación y gestión del riesgo en el caso de OGMs de uso exclusivamente agrícola, estará a cargo del ICA. El documento deberá contener: a) resumen del documento de evaluación y gestión del riesgo, b) información sobre el organismo receptor o parental (biología, fisiología, estrategias reproductivas, hábitat, ecología, centros de origen y centros de diversidad genética, clasificación taxonómica), c) información sobre el organismo donante (biología y taxonomía), d) inserto y características de la modificación, e) información sobre los vectores (características, origen y área de distribución de sus huéspedes), f) información sobre uso previsto del OGM y sobre usos autorizados en otros países, g) ubicación y características geográficas, climáticas y ecológicas, incluida información sobre diversidad biológica y centros de origen del medio receptor (art. 17).


  La resolución 000946 del 17 de abril de 2006 (ICA, 2006), por la cual se establece el trámite de solicitudes de OGMs y se aprueba el reglamente interno del CTN agrícola, dice en el parágrafo del artículo 11 que "cuando proceda se podrán realizar varios pasos de las pruebas de bioseguridad simultáneamente, así como las pruebas de evaluación agronómica para cultivares y las pruebas biológicas". En el artículo 22 establece que las infracciones serán sancionadas administrativamente por el ICA, sin perjuicio de las sanciones penales y civiles que correspondan, y en artículo 22 señala que "en aplicación del principio de precaución o por razones de bioseguridad, cuando el ICA lo considere necesario, podrá retirar en cualquier momento el OGM del mercado, sin derecho a indemnización".


  Los estudios de campo y de laboratorio, necesarios para obtener la liberación comercial de cultivos GM, resultan muy costosos. Según Croplife Internacional (2011) y sobre datos de los principales desarrolladores de cultivos GM (BASF, Bayer CropScience, Dow AgroSciences, DuPont / Pioneer Hi-Bred, Monsanto y Syngenta AG), el costo del desarrollo de uno de estos cultivos es de 136 millones de dólares, 31 millones (23 %) el descubrimiento del gen, 69.9 millones (51 %) el desarrollo del producto, 35.1 millones (26 %) los costos de regulación y registro. Este proceso se toma por lo menos 13 años. Desde luego, en América Latina estos costos pueden ser menores, pero dan una indicación de los recursos de capital que se necesitan.


  En Colombia, el costo regulatorio se multiplica debido a que los estudios de campo, deben hacerse región por región. Así, deben hacerse los distintos ensayos de campo para cada región agroecológica, en que se quiera liberar comercialmente una variedad GM. En estas condiciones es difícil pensar que las instituciones públicas de investigación, o que los gremios de la producción agrícola, tengan el músculo financiero para apropiarse de la tecnología GM y desarrollar productos que respondan a los problemas nacionales.


  Con el propósito de concretar los costos regulatorios del desarrollo de cultivos GM, se requiere del concurso de la autoridad nacional competente en el tema, el ICA. Estos ejercicios hechos durante la etapa de formulación del proyecto, permiten determinar la factibilidad del mismo.


  CULTIVOS GM EN EL MUNDO


  El "International Service for the Acquisition of Agro-Biotech Applications" (ISAAA), publica anualmente un informe sobre el estado de los cultivos GM en el mundo. Se reporta que en el año 2013 se sembraron 175 millones de hectáreas por 18 millones de agricultores en 27 países. El 90 % de los agricultores adoptantes, son campesinos pobres de 19 países subdesarrollados. Los principales cultivos a los que se han introducido características GM son en su orden: soya, algodón, maíz y colza. Estados Unidos es el primer productor con 70 millones de hectáreas que corresponden al 40 % del total mundial. En Europa, cinco países (España, Portugal, Rumania, Republica Checa y Eslovaquia) sembraron 148 mil hectáreas de maíz con resistencia a insectos. Los cinco primeros productores de los países en desarrollo son Brasil, Argentina, India, China, y Sur África, que representan 47 % de la producción GM del mundo (James, 2013). En la figura 1 se muestra el área global en hectáreas de cultivos GM por año, para el período 1996-2013.


  [image: ]


  Con relación al uso de los cultivos GM en los países subdesarrollados, se destaca lo siguiente: Brasil es el segundo país en el mundo con 40,3 millones de hectáreas. La Empresa Brasilera de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) logro aprobación para la liberación comercial del frijol con resistencia a virus. En siete países (Camerún, Egipto, Ghana, Kenia, Nigeria y Uganda) del África, se realizaron ensayos de campo en un amplio rango de cultivos, desde maíz y algodón hasta bananas y frijol caupí, incluyendo cultivos huérfanos como el camote. Por primera vez en el mundo se sembró berenjena con resistencia a insectos en Bangladesh (James, 2013).


  Las principales características introducidas en estos cultivos, son: tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos y resistencia a virus. La tolerancia al herbicida glifosato es conferida por el gene cp4-epsps derivado de Agrobacterium tumefaciens, mientras que la tolerancia al herbicida glufosinato de amonio es conferida por el gen bar derivado de Streptomyces viridochromogenes. La resistencia a insectos lepidópteros y coleópteros es conferida por genes derivados de Bacillus thuringiensis. El caso más conocido de resistencia a virus es el de la papaya GM, a la que se introdujo el gen que codifica la proteína de la cubierta del virus de la mancha anular (PRSV) (CERA, 2010).


  El uso de la tecnología GM en la agricultura mundial entre 1996 y 2011 significó una reducción en el uso de herbicidas y pesticidas de 474 millones de kg de ingrediente activo, resultando en una disminución del 18,1 % en el impacto ambiental asociado con estos agroquímicos, medidos por el indicador "Environmental Impact Quotient" (Brookes y Barfoot, 2013). Los beneficios económicos netos para los agricultores por el uso de la tecnología GM en los cuatro principales cultivos (soya, algodón, maíz, canola) fueron de 78.4 mil millones de dólares entre 1996 y 2010. En otros cultivos, papaya resistente a virus y remolacha azucarera tolerante a herbicidas, se registra un beneficio económico de 300 millones de dólares. En el mismo período, se adicionaron a la producción agrícola global y como resultado de la aplicación de la ingeniería genética en los cuatro principales cultivos, 275.5 millones de toneladas, equivalente al 4,3 % de la producción en esos cultivos (Brookes y Barfoot, 2012).


  CULTIVOS GM EN COLOMBIA


  En Colombia, se han liberado comercialmente diferentes tecnologías GM en los cultivos de maíz y algodón: resistencia a insectos, tolerancia a herbicidas (glifosato y fosfinotricina), y cultivares con las dos características. Se han liberado para siembra experimental, clavel, rosas y crisantemos GM de color azul. Según AGROBIO (2013) con base en los datos del ICA, en el 2013 se sembraron 26.913 hectáreas de algodón GM, 75.094 hectáreas de maíz GM y 12 hectáreas de flores de corte GM. Maíz y algodón GM se sembraron en los departamentos de Sucre, Cesar, Córdoba, Bolívar, Cundinamarca, Valle del Cauca, Antioquia, Huila y Tolima. Solo maíz GM en los departamentos de Meta, Santander, Norte de Santander, Vichada, Cauca, Risaralda, Casanare, Quindío, Caldas. Solo Algodón GM se sembró en Magdalena y Guajira. Flores GM de corte en Cundinamarca y Antioquia. En 20 departamentos se sembraron cultivos GM durante el 2013. En la figura 2 se muestra el área de cultivos GM en Colombia.
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  La disminución del área sembrada en cultivos GM en 2012 y 2013, se explica por la disminución general del área sembrada en algodón, que alcanzó un pico de 74.106 hectáreas en 2004, pero llegó a 44.500 hectáreas en 2012, una reducción del 40 % en ocho años (CONALGODON, 2012). Esta disminución según los productores, se debe a: "alta informalidad empresarial y laboral; contrabando en varios eslabones de la cadena; crecimiento de las importaciones de materia prima y productos terminados provenientes de países como China e India a precios muy competitivos; cierre de mercados claves como Venezuela; revaluación del peso Colombiano; altos costos de producción y pasivos laborales; maquinaria obsoleta y poco competitiva" (CONALGODON, 2012).


  En la Tabla 1 se resume la lista de cultivos con características GM liberadas en Colombia, entre 2000 y 2013.
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  INVESTIGACIÓN SOBRE CULTIVOS GM EN COLOMBIA


  Se utilizan las resoluciones que el ICA emite, autorizando actividades con cultivos GM a instituciones nacionales, para presentar los trabajos desarrollados en esta área de la biotecnología. Se complementa esta información con artículos publicados en revistas indexadas, y con literatura gris.


  CIAT


  Un trabajo sobre transformación genética de Stylosanthes guianensis fue publicado por el CIAT (Sarria et al., 1999). Varios trabajos han sido publicado sobre ingeniería genética de yuca, artículos sobre resistencia al herbicida fosfinotricina (Sarria et al., 2000), expresión del gen bar (Mancilla et al., 2003), análisis de transgenes usando PCR en tiempo real (Beltrán et al., 2009), acumulación de provitamina A (Welsch et al., 2010), patrones de expresión (Beltrán et al., 2010), estudios de cultivo de tejidos vegetales (Ochoa et al., 2012). Se reporta un trabajo sobre arroz GM para resistencia al virus de la hoja blanca (Lentini et al., 2003).


  Las primeras resoluciones autorizando trabajos con yuca GM en ensayos de pequeña escala, las recibió el CIAT en 2005. Para mejoramiento de la calidad de almidón, mediante ensayos con el gen gbss1 de la misma especie (resolución 003854) (ICA, 2005a), para mejorar la producción con líneas que expresan el gen ipt derivado de Agrobacterium tumefaciens (resolución 003855) (ICA, 2005b), para acelera la volatilización del cianuro por medio líneas que expresan el gen hnl proveniente de yuca (resolución 003856) (ICA, 2005c).


  En el 2008, se autorizan al CIAT actividades de investigación en medio confinado con variedades GM de arroz y yuca, mediante la resolución 000858 (ICA, 2008b). Para ello aportó la información requerida en el anexo I de la Ley 740 de 2002. Según el parágrafo del art. 1, se dispone de lotes para ensayos ubicados en lugares protegidos, con irrigación controlada y canalización de aguas de riego, circundado por una barrera física de pasto elefante, con vigilancia permanente y fuera de las rutas de circulación; la distribución de los cultivos permite rotación y control de malezas y plantas; y los desechos vegetales posterior a la cosecha son incinerados. Según el art. 2, las actividades de investigación se harán en el campo de la estación experimental y en invernaderos de bioseguridad, equipados para el control de entrada y salida de los insectos, tratamiento de aguas residuales y control de temperatura. El suelo utilizado en el invernadero debe ser previamente esterilizado. El acceso a estos invernaderos es restringido a personal autorizado, previamente capacitado para el manejo de cultivos GM. Todo desecho orgánico debe ser incinerado y las aguas residuales almacenada en un recipiente y posteriormente tratadas con desinfectantes clorinados. Según el art. 3, el CIAT deberá informar al ICA semestralmente de todas las actividades que se adelanten y de cualquier novedad que se presente. Los artículos 4 y 5 tratan de las sanciones, previstas por el Decreto 1840 de 1994, y la aplicación del principio de precaución, que autoriza al ICA a destruir todo el material de arroz y yuca GM sin derecho a indemnización y sin consentimiento previo del titular, en caso de problemas de bioseguridad.


  Finalmente, el 6 de diciembre de 2010, mediante Resolución No. 004041 (ICA, 2010c) el ICA autorizo al CIAT a realizar ensayos de campo bajo condiciones controladas, con plantas de arroz GM para la tolerancia a sequía, en la Estación Experimental de Santa Rosa, ubicado en Villavicencio (Meta).


  CENICAÑA


  En el año 2005 se facultó al Centro de Investigación de la Caña de Azúcar de Colombia (CENICAÑA) a realizar actividades de investigación en de campo pequeña escala con líneas de caña de azúcar GM, que contiene genes que confieren tolerancia al virus del síndrome de la hoja amarilla, según resolución 3995 (ICA, 2005d). La línea GM expresa parte del gen que codifica la proteína de la cápside viral, que causa bloquea de la replicación del virus, sin llegar a producir la proteína. El permiso se concede para evaluar la tolerancia al virus, determinar el comportamiento agronómico de las variedades modificadas, y evaluar la producción de sacarosa y el rendimiento. Las evaluaciones serán conducidas dentro de sus programas de investigación de CENICAÑA, que deberá adoptar medidas para evitar, prevenir, mitigar, corregir y/o compensar los riesgos potenciales. Si se presenta alteración del medio ambiente, se destruye todo el material GM. Finalmente, se establece la obligación de enviar informes trimestrales al ICA. El centro de investigación publicó un artículo, reportando la expresión transitoria del gen gus en caña de azúcar usando Agrobacterium tumefaciens (Bonilla et al., 2008).


  CENICAFE


  En el año 2010, el CTN autorizó a la Federación Nacional de Cafeteros – Centro Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE) a desarrollar investigación en medio confinado con OGMs de tabaco enano (Nicotiana benthamiana), hongo (Beaveria bassiana) y café (Coffea arabica), según la resolución 2492 (ICA, 2010a). CENICAFE presentó la información requerida en el anexo I de la Ley 740 de 2002. En la resolución se establecieron idénticas obligaciones con respecto al manejo de laboratorios, áreas de siembra, desechos orgánicos y aguas servidas, declaradas en las resoluciones para el CIAT y CENICAÑA. También se obliga a la presentación de informes semestrales ante el ICA, y se hace la declaración de destrucción de todo material GM en caso que se presenten problemas de bioseguridad.


  En artículos publicados en revistas indexadas, se reportó la producción de plántulas a partir de protoplastos (Acuña y de Peña, 1991), la optimización de la biobalística para suspensiones celulares de café (Rosillo et al., 2003), la transformación de Beauveria bassiana con genes reporteros y genes de Metarhizium anisopliae (Gongora, 2004).


  CIB


  En el año 2010, el CTN facultó a la Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB) a realizar ensayos de campo controlados en la estación experimental "La Selva" de CORPOICA en Rionegro (Antioquia), de líneas de papa que expresan el gen cry1Ac y confiere resistencia a Tecia solanivora, según resolución 004040 (ICA, 2010b). La CIB debe presentar informes semestrales de todas las actividades que se adelanten y los problemas que se presenten. El incumplimiento dará lugar a las sanciones previstas por el decreto 1840 de 1994, sin perjuicio de las acciones penales y civiles que correspondan. El ICA podrá destruir todo el material de papa GM sin derecho a indemnización y sin consentimiento previo del titular, en aplicación del principio de precaución.


  Las investigaciones han sido realizadas por la Unidad de Biotecnología del convenio CIB – Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. Se reportó transformación genética para dos cultivares de papa andinas (Trujillo et al., 2001), resistencia a Tecia solanivora en tres variedades GM de papa andina que expresan el gene Cry1Ac (Valderrama et al., 2007), y estudios de expresión de la proteína Cry1Ac en tejidos de líneas GM de papa variedad Diacol Capiro (Vanegas-Araujo et al., 2010).


  Universidad Nacional de Colombia (UNC)


  La resolución 003523 (ICA, 2008a), ordenó el registro como Unidad de investigación en fitomejoramiento de materiales convencionales y modificados genéticamente de las especies arroz y papa de la UNC con sede en el Grupo de Ingeniería Genética de Plantas (IGP). Esta resolución fue expedida, después que técnicos del ICA realizaron una visita a las instalaciones de IGP e emitieron un concepto favorable. El registro tiene vigencia indefinida, pero podrá ser modificado o cancelado por el ICA. Recientemente se solicitó ampliación del objeto de esa resolución, para que incluya también los cultivos de maíz, soya y yuca. Los trabajos para establecer los protocolos de transformación en cultivares nacionales de arroz y soya, contaron con el apoyo de la Federación Nacional de Arroceros (FEDEARROZ) y la Federación Nacional de Cultivadores de Cereales y leguminosas (FENALCE). En el caso de la yuca, los trabajos se desarrollan en colaboración con el CIAT y se planean desarrollar genotipos con tolerancia a enfermedades y genotipos orientados a la producción de biocombustibles. En mayo del año 2012, el IGP realizó en colaboración con la Red de Centros de Investigación Agropecuaria (CENIRED) y la participación del consorcio de "Propiedad intelectual pública para la innovación agrícola" (PIPRA) de la Universidad de California–Davis, el simposio "Propiedad Intelectual y Regulación en Biotecnología Vegetal: el Caso de los Cultivos Transgénicos".


  En publicaciones en revistas indexadas, se ha reportado trabajos preliminares en arroz, tales como las concentraciones mínimas inhibitorias de los antibióticos kanamicina (Diazgranados y Chaparro-Giraldo, 2011) e higromicina (Barbosa y Chaparro-Giraldo, 2011) en callos embriogénicos de variedades colombianas, así como el diseño de genes semisintéticos cry (Diazgranados et al., 2013). También se han publicado trabajos en los que se estudian los efectos ambientales del uso de variedades GM de maíz y algodón en Colombia (Reyes et al., 2010; Avila et al., 2011; Ávila-Mendéz et al., 2011), y estudios del flujo de polen desde variedades GM de algodón (Rache-Cardenal et al., 2013) y maíz (Blanco Martínez, 2012).


  Otras instituciones


  En el año 2008 se llevó a cabo el evento de socialización "Aproximación al estado de investigación sobre Organismos Vivos Modificados – OVMs – en el territorio nacional". Esta actividad fue organizada por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, el Instituto Alexander von Humboldt y el Sistema de Información sobre Biodiversidad de Colombia. Además de las instituciones reseñadas atrás, presentaron sus trabajos CORPOICA y la Universidad de Antioquia. CORPOICA, reportó trabajos en arveja variedad Santa Isabel con el gen reportero gus y mejoramiento de variedades colombianas de algodón mediante cruzamiento y retrocruzamiento con variedades GM. Posteriormente se publicó el trabajo realizado en arveja (Peñaranda et al., 2013). La Universidad de Antioquia presentó avances del trabajo sobre transformación de Stevia rebaudiana con el gen reportero gus. La Pontificia Universidad Javeriana reportó trabajos en transformación mediada con Agrobacterium en pasifloras (Cancino, 2004).


  CONCLUSIONES


  En Colombia las entidades que trabajan o han trabajado cultivos GM, son: CIAT, CORPOICA, CIB, CENICAÑA, CENICAFE, UNC, Universidad de Antioquia, Universidad Javeriana. Arroz, yuca, algodón, papa, caña de azúcar, café, maíz, soya, estevia y crisantemo son los cultivos en los que se han desarrollado este tipo de iniciativas, apoyados por FEDEARROZ, FEDEPAPA, FENALCE, FEDECAFE, y ASOCAÑA. Es un grupo significativo de instituciones de investigación y de gremios de la producción, que pueden constituir una fuerza importante para el desarrollo de la biotecnología agrícola. La apropiación de la ingeniería genética para la solución de problemas de la agricultura nacional, tiene que tener en cuenta asuntos relacionados con los derechos de propiedad intelectual y la regulación de bioseguridad de OGMs. Se deben intentar colaboraciones para el cumplimiento del paquete regulatorio para la liberación comercial de variedades GM, y para compartir los resultados de las experiencias en investigación y desarrollo. Por otro lado, se necesita voluntad política tanto del estado, como de los gremios de la producción, para construir un ecosistema de innovación biotecnológica, que ayude en la apropiación de la biodiversidad, como un ejercicio real de la soberanía nacional en el terreno de los recursos genéticos.
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  ABSTRACT


  RNA Sequencing (RNA-Seq) is a newly born tool that has revolutionized the post-genomic era. The data produced by RNA-Seq, sequencing technologies and use of bioinformatics are exploding rapidly. In recent years, RNA-Seq has been the method of choice for profiling dynamic transcriptome taking advantage of high throughput sequencing technologies. RNA-Seq studies have shown the transcriptome magnitude, notion and complexity. From 2008, as its introduction year, the relevant reports on RNA-Seq have been multiplied by more than 2822 times just in 6 years. RNA-Seq also contributes a more accurate gene expression and transcript isoform estimation than other methods. Furthermore, some of the potential applications for RNA-Seq cannot be conducted by other methods and as yet are unique to RNA-Seq. As RNA-Seq approaches increase in speed and decrease in cost, more distinct researches are applied and become more common and accurate. RNA-Seq is a cross and interdisciplinary method that interconnects biology to other scientific topics. This article describes RNA-Seq approach, technologies, methodologies, implementation, and methods done so far in characterizing and profiling transcriptomes.


  Keywords: HTS High Throughput Sequencing, NGS Next Generation Sequencing, RNA-Seq, transcriptome, gene expression.

  


  RESUMEN


  En los últimos años, la técnica RNA-Seq ha tenido un desarrollo acelerado y se ha convertido en el método de elección para el estudio y la caracterización de los transcriptomas dinámicos, aprovechando las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento. Estudios aplicando RNA-Seq han mostrado la magnitud, noción y complejidad del transcripotma. A partir de 2008, año de introducción de la técnica, los estudios con RNA-Seq se han multiplicados por más de 2822 veces sólo en 6 años. Al compararse con otros métodos, los estudios empleando RNA-Seq contribuyen a una estimación más precisa de la expresión génica y de las isoformas de los transcriptos. Además, algunas de las aplicaciones potenciales de RNA-Seq no se pueden llevar a cabo con otros métodos. El uso de RNA-Seq aumenta la velocidad de obtención de información y disminuye los costos, logrando con su uso, que investigaciones diversas se vuelvan más frecuentes y precisas. RNA-Seq es un método interdisciplinario que interconecta la biología a otros temas científicos. En este artículo se describe el planteamiento de la tecnología RNA-Seq, metodologías y los métodos realizados en la caracterización de transcriptomas.


  Palabras Clave: secuenciación con alto rendimiento, próxima generación de secuenciación, RNA-Seq, transcriptoma, expresión génica.

  


  INTRODUCTION


  Transcriptomics is the study of the transcriptome of a living organism. The transcriptome is the complete set of transcripts and its amount for a specific developmental stage or physiological state and can be described as a complete list of all classes of RNA molecules i.e. coding or non-coding when expressed in a particular cell, tissue or organ. Transcriptome perceiving and apprehending is essential for genomic functional element performance to reveal molecular components of cells and tissues, their biological functions and effects, to decipher environmental cues and their relation with and effects on functional genome and transcriptome, to comprehend development and disease, to understand gene expression and coexpression, to disclose biological networks, systems biology and expression networking, to perceive epigenetic events, and to know more on living organizations from molecule and cell to biome and biosphere.


  Key objectives of transcriptomics are to catalog all species of transcripts including mRNA, antisense RNA and small RNA; to determine the structure of gene transcription depending on the starting points, 5' and 3' ends, splicing patterns and other post-translational and transcriptional modifications and to quantify levels of each transcript expression change during development under different conditions (Wang et al., 2009).


  In parallel to transcriptomics there are other special transcriptome approaches called metatranscriptomics and bacterial transcriptomics that generally talk about virus, microbes and bacteria in environment, where can be any place that microorganisms live. The extraction and analysis of metagenomic mRNA or metatranscriptome provide information on structure, function, regulation and expression profiles of complex communities of prokaryotes, bacteria, virus and microbes in milieu. Metatranscriptomics offers the opportunity to reach beyond the community's genomic potential as assessed in DNA-based methods, towards its in situ activity by disclosing metatranscriptome. Also it can be used as a catalog of organisms found in under study ambience and as an evolutionary tool.


  After 1964, the year of the first published RNA sequencing report and also after introduction of Northern Blot and RT-PCR as two other methods of RNA and transcriptome study, the sequencing world has seen a revolution and passed different steps to reach to RNA-Seq (Table 1). Several technologies have been developed to derive and quantify the transcriptome, including hybridization and sequence-based approaches.
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  Hybridization based methods mainly known as microarrays are based on fluorescently labeled cDNA and hybridization of unknown target samples with previously known transcripts and are grouped in custom-made or commercial high-density oligo microarrays. Also it is possible to create specialized and customized microarrays according to the research aims. To determine different splicing isoforms, arrays with probes spanning exon junctions can be designed. They need previous information about the transcripts whose expression is desired to reveal and it is not possible to detect unknown genes and novel transcripts. Unlike hybridization-based, sequence-based approaches detect directly cDNA sequence.


  Originally, cDNA or EST libraries were sequenced by Sanger sequencing approach but it did not continue as this approach is costly and just qualitative not quantitative and lacks relatively for desired performance. Methods based on tags (Tag-based) including Serial Analysis of Gene Expression (SAGE), Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) and Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS) were evolved to overwhelm the mentioned limitations.


  The automated method of Sanger is referred as the "first generation" technology, and new methods possessing different applications in genomics, metagenomics, epigenomics, functional genomics, transcriptomics and single-cell sequencing are known as Next-Generation Sequencing (NGS) or High-Throughput Sequencing (HTS). From the first time in 2005 presented to the market by "Roche" as the sequencing method of "454 Pyrosequencing", NGS technologies has had a tremendous influence on genomics and transcriptomics field (Nyrén, 2007).


  Next-generation sequencing technologies have been used for sequencing as standard application such as genome sequencing and re-sequencing, and also for new applications previously unexplored by Sanger sequencing method such as DNA-Seq (DNA sequencing), RNA-Seq (RNA sequencing), ChIP–Seq (Chromatin Immunoprecipitation sequencing), ChIP coupled to DNA microarray (ChIP-chip), Methyl-Seq (Methylation sequencing), MethylCap-Seq, Methyl-C-Seq or BS-Seq (Bisulfite sequencing) and other NGS based approaches for epigenomics.


  According to Lister et al., (2009) these technologies have been used to study the genome sequence variations, ancient DNA, methylation of DNA cytosine, DNA-protein interactions, mRNA expression, alternative splicing, small RNA populations, posttranscriptional, posttranslational and regulation events of mRNA. The advantages of NGS platforms such as money saving and low cost, data analysis ability by software and bioinformatics tools allow obtaining massive sequence data more simply and affordably and have opened new horizons to understand global processes regulating gene expression.


  RNA-Seq can help us find expression levels of transcripts and genes during ontogeny of an organism and understand more about functional genome and transcriptome. From 2008, the year of the first RNA-Seq publication to 2014, an increasing growth from 74 to 208,892 runs in Sequence Read Archive (SRA) database (http://cell-innovation.nig.ac.jp/cgi-bin/pub_stat/pub_stat_all.cgi, data accessed and taken in Aug. 2014) has been reported, i.e. more than 2,822 times more reports in just about 6 years (Figure 1). This shows how RNA-Seq has been important and contributed on transcriptomics and RNA studies as some of its applications are considered newly presented utilizations which are not applicable in other methods.
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  In this article our attention will be on NGS technologies, platforms, methods and tools, in functional genomics and transcriptomics research, focusing on RNA-Seq. RNA-Seq approach is discussed in details based on a general workflow and some of its applications are presented. The article continues with RNA-Seq challenges and suggested solutions.


  RNA-SEQ APPROACH


  "RNA-Seq" term applies to any of several different methods of HTS or NGS used for obtaining whole transcriptome profiles of RNA both in terms of type and quantity that can be studied in cell, tissue, organ, whole organism, community, ecosystem or biome scale. RNA-Seq ability to discover previously uncharacterized mRNA isoforms and new classes of non-coding RNAs represents why this fast developing technology is used excessively, assuming a key role in the analysis of RNA.


  Each of NGS or HTS technologies can be used as RNA-Seq methodology. Illumina/Solexa, Applied Biosystems ABI SOLiD, 454 Pyrosequencing Roche Genome Sequencer, PacificBio or combination of them have been applied as different RNA-Seq platforms and are being reported tremendously. Although they are based on a same principle, i.e. to generate RNA sequencing data, they are different regarding to price, throughput, read length and generation and error rate (Loman et al., 2012) .


  Hereinafter, we present a suggested workflow that can be considered and employed in each RNA-Seq study as a basic starting point. There are three important basic steps in RNA-Seq including "wet-lab" part, "in equipo" part, and finally "in silico" part, qua shown in details in Figure 2 as an RNA-Seq overall workflow.
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  "Wet-lab" as laboratory section includes experiment design according to the expected aims of research and then relevant subsequent procedures toward obtaining a pure and without contamination RNA extraction in order to detect the fragments that give better and more precise reads in downstream steps.


  "In equipo" as sequencing section in almost all cases is done following the protocols and procedures and using kits recommended by each platform technology. This part also can include the last part of wet-lab part that is cDNA library preparation to run in the sequencing machine depending on library construction strategies of the used platform.


  "In silico" as bioinformatics section is how to analyze sequencing data precisely and correctly according to project objectives, requirements, tools and available programs to have more reliable results. However the programs are enough reliable in most cases as increasing publications comparing distinct programs used for each part of analyses like assembly (Schliesky et al., 2012) and differential expression (Soneson and Delorenzi, 2013) mostly have explained that the results of a program can confirm and validate the results of other programs and regarding to researcher design and aims, most of them work well and are reliable enough to use in replace of each other or in parallel.


  Each steps of an RNA-Seq project can face some drawbacks those can be problematic if not alleviated. In wet-lab step RNA quality, quantity and purity, RNA degradation and ribosomal RNA elimination can be mentioned those affect the results of RNA-Seq. RNA extraction quality is crucial as all analyses are done based on RNA input. However some techniques have been provided by which RNA can be processed even in low-input cases to ameliorate RNA extraction quality, quantity and purity.


  In equipo drawbacks can be listed as not enough economical prices of either sequencing machines or services offered by sequencer companies to allow RNA-Seq available to all research teams those have limit budget, technology limits like read length, read accuracy and sequencing time. To solve such in equipo problem, multiplexing methods are available to handle many samples in one same sequencing run by different barcodes in order to decrease sequencing expenses. However library construction is the most expensive part of sequencing that cannot be solved by multiplexing as each sample needs to have its own library.


  Required high performance computation unit, lacking available suitable software and hardware to handle the data completely and adequately are some impediments for in silico. The solutions for the mentioned shortcomings will be discussed later.


  Designing project run


  Some items are subject to be considered as the design basics of RNA-Seq such as sequencing depth, technical and biological replication, efficient experimental design, multiplexing technical and algorithmic approaches (Robles et al., 2012). It is possible to design a RNA-Seq project in four forms: biologically unreplicated unblocked design, biologically unreplicated balanced block design, biologically replicated unblocked design, and biologically replicated balanced block design (Auer and Doerge, 2010). In these forms balanced block is considered as different sequencing in different lanes of a same plate of machine. However the results of a unreplicated unblocked design can be reliable and acceptable as in RNA-Seq published articles "no biological replication" is common (Auer and Doerge, 2010).


  Required RNA samples


  Basically mRNA is required for RNA-Seq to obtain transcriptome, while depending on the project aims, other types of RNA like total RNA, small RNA, microRNA and non-codifying RNA are also mentioned as RNA-Seq required material. It is common to prepare a RNA pool from different under study replicates as the accuracy of pooled RNA-Seq remains comparable with pooled genome resequencing (Konczal et al., 2014) and as it can cover and give general transcriptomics profile of all individuals if they are not very variant. The mRNA is purified from total RNA using a kit to enrich poly(A) mRNA. To purify mRNA from total RNA, there is a good method using magnetic beads to obtain mRNA according to poly (A) oligo system (Mortazavi et al., 2008) that is used in some kits for mRNA purification from total RNA or directly from tissue. When mRNA is used for sequencing, ribosomal RNA is eliminated by available kits to improve RNA extraction (Sooknanan et al., 2010) and to meliorate subsequent results.


  Considering differences between Eukaryotic and Prokaryotic mRNA, the methodologies of handling RNA in Eukaryotes are different from Prokaryotes. Eukaryotic mRNA life span is longer than of prokaryotes, prokaryotic mRNA undergoes very little posttranscriptional changes and have short time interval between transcription and translation but eukaryotic mRNA are subjected to posttranscriptional modifications like Poly(A) tail, Guanylate residue capping at 5' end, heterogeneous mRNA, slicing and pertinent modifications.


  For prokaryotes total RNA can be extracted using methods like salt fractionation, TRIzol reagents employing guanidium isothiocyanate and phenol solution and silica-membrane binding RNA column. Then mRNA is purified and enriched using 5'-Phosphate-Dependent Exonuclease and poly (A)-based magnetic beads to remove rRNA and mRNA from eukaryotic sources and DNase I treatment to eliminate DNA contamination.


  The problem of RNA extraction is mainly degradation by RNases found everywhere from any living organism source. Also RNA degradation may occur during saving tissues in inadequate conditions. Some solutions are available to eliminate RNases and alleviate RNA degradation either in saving step (known mainly as RNAlater reagent) to conserve tissues or in extracting step (known as RNase AWAY or RNase ZAP reagents) to clean working surface and tools and to eliminate RNases. When extraction starts, the buffers used in extraction process, protect RNAs by deactivation of RNases.


  Another problem is RNA purity and required amount. Purity should be considered when extracting RNA. The ratio of 260/280 can give an idea about how pure RNA extraction is as nucleic acids are measured at 260nm and proteins and other compounds at 280nm. Acceptable range of 260/280 ratio for RNA is 1.8 -2.1 with the optimum value of 2. In case of impurity, it is less than 1.8 and it may be more than 2.3 due to RNA degradation.


  Depending on the platform the amount of RNA can be different to have a good coverage. In Illumina as the predominant technology, 1 µg of RNA is sufficient to have reliable data considering the number of samples those are run in one lane of each plate. Each run of Illumina HiSeq2000 machine can sequence > 2 human genomes at 30X coverage that means about 2 billion reads each ∼ 101 bp in Paired-End style in one run. Thus to have a 10X coverage of a transcriptome with about 100 Mbp (Mega base pairs), there needs 1 Gbp (Giga base pairs) data that can be generated from one hundredth of a run meaning 100 samples in each.


  About more or less than 5% of genome can be considered as transcriptome (Table 2) by which it may calculate and determine reliable coverage. However in an Arabidopsis study based on Shannon entropy, it has shown that only 250000 reads or 5000 transcripts can be used to have reliable data for gene expression profiling and for each lane of Illumina up to 400 samples can be run theoretically covering 90% of transcripts to obtain trustworthy results (Kliebenstein, 2012).
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  cDNA and library preparation


  mRNA must be converted to cDNA by reverse transcription reaction using random primers and/or Oligo dT primers. The advantage of using the latter is that most of cDNA should be produced from polyadenylated mRNA thus obtained sequence results are informative (not ribosomal) (Wilhelm and Landry, 2009). In order to construct cDNA and relevant libraries, special kits are specifically used for each platform according to its technology and recommendation. When library preparation is done and cDNA fragments are created, keeping information of mRNA is the most important factor to have clean and intact results and data.


  Also FRT-Seq approach has been presented that uses Poly A+ RNA as the template rather than cDNA, is strand-specific, amplification-free, compatible with paired-end sequencing, and reverse transcription takes place on the flowcell surface (Mamanova et al., 2010). Random oligonucleotide primer approach is available to synthesize cDNA from any prokaryotic source.


  SEQUENCING AND IN-USE PLATFORMS


  All platforms share the same basic principle of total RNA isolation, mRNA purification, cDNA construction and attachment to a solid matrix of a single piece of cDNA by limiting dilution, followed by amplification of this molecule through a specialized emulsion PCR (emPCR) in SOLiD, 454 Pyrosequencing, Ion Torrent, or a connector based on the bridging reaction (Illumina), while Pacbio or Pacificbio technology does not need to amplify cDNA and performs sequencing directly from the target cDNA.


  The cDNA transcripts of identical RNA molecules can be sequenced in parallel, either by measuring the incorporation of fluorescent nucleotides (Illumina), fluorescent short linkers (SOLiD), by the release of the by-products derived from the incorporation of normal nucleotides (454), fluorescence emissions or by measuring pH change (Ion Torrent). In Table 3 different platforms are compared with more details regarding to their features, specifications and technologies.
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  Regarding to available information on RNA-Seq library strategy runs for different platforms in SRA, Illumina is located at the top with more than 94.2% runs followed by ABI SOLiD, 454 Roche, Ion Torrent, Helicos HeliScope, and Pacific Bio, respectively (Table 4).
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  Illumina/Solexa


  This technology has been developed based on modifying dideoxynucleotide terminator used in Sanger sequencing method. Illumina has designed a reversible version of termination known as cyclic reversible termination (CRT) (Metzker, 2010). During sequencing, each modified dNTP is bound to a fluorophore specific base that becomes fluorescent when incorporated into the DNA fragment. The emission is recorded by a high resolution camera. This process is repeated in each cycle as occurring incorporation of one labeled dNTP followed by taking a picture of fluorescent, and removing the terminator.


  In this method, fragments are amplified by bridge PCR that is amplification in constructed bridge among fragments. The fragments hybridize to a set of forward and reverse immobilized primers in the substrate corresponding to the adapters used to prepare the library. Several million clusters can accumulate in each of the independent set channels existing in the flow cell, where sequencing reactions occur.


  SOLID


  The initial technology was described in 2005 and the first machine was released by Applied Biosystems in 2007. The DNA or cDNA fragments are denatured and fixed on magnetic beads, following the strategy; one fragment for each bead. The library is amplified by emulsion PCR and each bead having a set of amplified template is covalently bound to the surface of a glass slide, which is inserted into a flow cell. Each point in the matrix is called a "polony" as an analogy with the bacterial colonies on a plate or PCR colonies. SOLiD sequencing strategy is based on oligonucleotide ligation hence its name, SOLiD, stands for Sequencing by Oligo Ligation and Detection (http://www.lifetechnologies.com/). It is known as "two-base encoding" or dual base encoding method as each base is read and defined twice by fluorochrome on separate primer rounds with different color codes for the di-base and then the signal is registered for each two-base encoding fragment.


  454 Pyrosequencing


  The principle of pyrophosphate detection as the base of the system was described in 1985 and in 1988 a new sequencing approach was released using this basic principle. However Pyrosequencing system was first introduced in 2005 (Margulies et al., 2005).


  According to the official website of 454, this technology follows a system workflow as "One Fragment = One Bead = One Read" (http://454.com/products/technology.asp). The fragments are amplified using "emulsion PCR or emPCR", in which each bead is isolated within one drop of a PCR reaction mixture, i.e. in an oil emulsion. At the end of amplification, each bead contains several million copies of a single DNA fragment.


  Then, the emulsion is broken, the DNA is denatured and the beads are deposited into the wells of a plate called "PicoTiterPlate". The plate contains millions of individual wells as sequencing individual reactors where sequencing reactions are catalyzed (Margulies et al., 2005). The diameter of the wells is made so that only one bead can be accepted and enters into each well.


  In the reaction in each well, when a nucleotide is added to the primer by DNA polymerase, a pyrophosphate molecule is released. Pyrophosphate is converted to ATP by ATP sulfurylase enzyme, and ATP is used to produce a chemiluminescence signal by the luciferase reaction that is registered as sequencing continues.


  Ion Torrent sequencing


  The technology was introduced in 2010 by Ion Torrent Systems Inc. that previously had been licensed by DNA Electronics Ltd. (http://www.lifetechnologies/iontorrent). Ion Torrent works like 454 Roche following a pyrophosphate based pyrosequencing-like platform. Ion semiconductor sequencing works by determining when a hydrogen ion is released during incorporation of a dNTP to the reaction of DNA amplification and is a sequencing-by-synthesis (SBS) method. During each incorporation which is uniting all complementary nucleotides to the end of each template, the product ion is liberated and changes pH. In this manner, pH level changes designate whether incorporation occurred and, how many consecutive bases were incorporated. Then a washing cycle including washing several repetitions of a shorter sequence of nucleotides is done and each nucleotide during each flow is pre-determined (Golan and Medvedev, 2013).


  The pH change is detected by an ion-sensitive field-effect transistor (ISFET) that is a facility to measure ion concentration in one solution and is used in biological sciences as DNA sensing system (Lee et al., 2009). Then the dNTP molecules are washed before the next cycle. In the new cycle, the reaction is repeated.


  Pacific Bio or PacBio


  The base of this technology, introduced in 2003, works with Zero-Mode Waveguides (ZMWs) that are simple nano-structure arrays in a metal film including subwave length holes (Zhu and Craighead, 2012). It offers a simple method for studying single-molecule dynamics at micromolar concentrations with microsecond temporal resolution that can be used in Real-Time DNA Sequencing from Single Polymerase Molecules. Sequencing is done in SMRT® (Single Molecule, Real-Time) cells where 150000 of ZMWs with immobilized polymerases exist. The machine can monitor all 150000 MZWs at a real time (http://www.pacificbiosciences.com).


  PacBio RS II is a single molecule sequencing technology based on Real-Time DNA Sequencing System, introduced by PacBio as SMRT®. This sequencing approach produces longest read lengths of any available sequencing technology. In SMRT® technology, it is possible to observe DNA synthesis by a DNA polymerase in real time.


  BIOINFORMATICS, RNA-SEQ ANALYSIS TOOL


  Bioinformatics has become a strong tool to analyze the complexity of specific firms of cellular RNA and is biological analysis gadget. RNA-Seq analysis steps are employed to correct, trim and clean primer reads, low quality small reads, and other contaminants that may be entangled reads; to align and assemble reads; to map reads to transcriptome or genome; to quantify exons or genes and finally to analyze the data obtained from gene expression in order to respond to aim and hypothesis of the study.


  Checking quality of sequences is the first step that is done in a RNA-Seq research. The routine program by which RNA-Seq sequences are quality controlled is FastQC used world-widely (Ramirez-Gonzalez et al., 2013). It controls the sequencing file and gives information about sequence reads (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Another QC program has been launched called NGS QC Toolkit (http://59.163.192.90:8080/ngsqctoolkit/) that can check and modify sequences generated by Illumina and Roche 454.


  To perform better downstream processes, the sequencing files need to be ameliorated as they can contain ribosomal RNA, barcodes, primers, contamination and low quality reads occurred in wet-lab and in equipo sequencing procedures. To cleanse the sequences from these low quality fragments, there are different programs such as BlastX Toolkit used for sequencing file preprocessing (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/), clean_reads as a part of ngs_backbone pipeline, ConDeTri, DynamicTrim, NGS QC Toolkit and Quake. Also other programs like Biostring (http://www.bioconductor.org), Seqclean (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/), CANGS DB can be used to improve the quality of sequences. The SEquencing Error CorrEction (SEECER) program, is used to correct sequencing error and improve quality of read alignment to the genome and assembly accuracy.


  Once high-quality ameliorated reads are obtained, the first task of data analysis is to assign short reads of RNA-Seq as transcriptome to reveal transcription and transcriptome structure. There are two general approaches or strategies for alignment and assembly RNA-Seq data as de novo assembly and mapping using a reference genome (Haas and Zody, 2010).


  The first strategy i.e. de novo assembly is applicable to discovery the transcripts of the organisms that are missing or incomplete in the reference genome and to uncover RNA-Seq data of non-model organisms. However, the short reads assembly itself is difficult, and only the most abundant transcripts are likely to be fully assembled (Haas and Zody, 2010). Some programs like Trinity, SOAPdenovo and SOAPdenovo-Trans, Trans-ABySS, Velvet/Oases are those with ability of doing de novo assembly.


  The second strategy requires a reference genome for mapping and aligning RNA-Seq data to a transcriptome and is aware of alignment of various short reads of RNA-Seq to genome followed by transcription reconstruction. As some reputable examples of programs capable of doing this approach can be mentioned Bowtie2, Cufflinks and Scripture. Also GMAP, TopHat2, TopHat are some of other well-known available mapping tools those are designed for finding the sequence places in reference genome where each sequence may come from. For more complete information and explanation on a compendium of mappers and alignment tools, see http://wwwdev.ebi.ac.uk/fg/hts_mappers/ introduced by (Fonseca et al., 2012).


  Annotation is the next step where BLAST+ and Blast2GO are mentioned as two widely used programs. BLAST+ as the basic and most used annotation tool is employed to annotate sequences against other sequences, genomes, databases while online using global databases like NCBI, Ensembl and DDBJ or offline by installation the program and desired databases locally in the computer. Blast2GO is employed to generate data like Gene Ontology (GO) categories and terms, KEGG maps, EC enzymes and to visualize data from BLAST searches directly or indirectly.


  Also there exist many tools available on the Gene Ontology project website (http://www.geneontology.org/) to annotate sequences. KOBAS 2.0, another annotation program, integratively searches among different database including GO and KO terms, KEGG PATHWAY and Reactome as general pathway databases, Panther and PID containing signaling pathways and BioCyc focusing metabolic pathways.


  Gene expression is one of the main reasons of RNA-Seq for which many bioinformatics tools exist to quantify genic expression among under study samples. RNA-Seq gene expression analysis is based on how many reads can be mapped to a specific gene. For comparison purposes the counts needs to be normalized to minimize influence of sequencing depth, gene length dependence, count distribution biases and differences.


  To normalize and calculate differential gene expression there are different methods available such as RPKM (Mortazavi et al., 2008): Reads per Kilobase of Exon per Million of Mapped reads and FPKM (Trapnell et al., 2010): Fragment per Kilobase of Exon per Million of Mapped fragments where counts are divided by multiplication of the transcript length (kb) and the total number of millions of mapped reads; Upper-quartile (Bullard et al., 2010): that transcript counts are divided per upper quartile of counts with at least one read; TMM (Robinson and Oshlack, 2010): Trimmed Means of M values when mean of M-values is trimmed and is performed on the counts.


  Statistical test to determine comparatively significant differential expression can be based on one of following approaches: Negative binomial distribution (DESeq, Cufflinks), Bayesian methods based on an overdispersed Poisson model (EdgeR, BaySeq, BitSeq), Empirical Bayesian method (Alexa-Seq), Expectation-maximization (RSEM, EBSeq), Nonparametric statistics and empirical models on the noise distribution of count changes by contrasting fold-change differences (M) and absolute expression differences (D) (NOISeq), Nonparametric empirical Bayesian-based approach (NPEBseq), Fisher exact test that compares distribution of the count of the nth gene to that of another gene by measuring the association between two variables including count of gene of interest and normalization factor (Bullard et al., 2010) and Bootstrapping (Al Seesi et al., 2014).


  In an article comparing edgeR, DESeq, baySeq, and two-stage Poisson model (TSPM) the results showed that they generate results in parallel similarly and closely (Kvam et al., 2012). Another comparison has showed that among different gene expression programs including DESeq, edgeR, limmaQN, limmaVoom, PoissonSeq, CuffDiff and baySeq all performed well and accurately resulted in correlation with qRT-PCR (Rapaport et al., 2013; Eteleeb and Rouchka, 2013).


  Single Nucleotide Ploymorphism (SNP) can be analyzed using RNA-Seq results. SAM (Sequence Alignment Map) generated by mapping and alignment programs is a generic format for storing large nucleotide sequence alignments that is used for SNP analyses. To call SNPs, SAM is converted to Binary variant Call Format (BFC) file that is converted to Variant Call Format (VCF) file where SNPs are determined. SAM file stores information about each transcript mapped to a reference or assembled de novo. BCF stores the variant call for the mapped reads at each reference position. VCF is a common file format to store sequence polymorphism (SNPs and INDELs) based on a reference position. The programs to call SNPs can be Samtools/Bcftools, GATK, ngs_backbone and VCFtools.


  Alternative splicing as a posttranscriptional process occurs in mRNA modification and can be studied by RNA-Seq using Cufflinks/Cuffdiff, DEXseq, MISO and so on. They seek to identify gene isoform expression between under studied conditions to reveal how transcriptome can be different in different conditions, distinct samples, and how it can function regarding to posttranscriptional modifications.


  Another RNA-Seq analysis is finding and detecting gene fusions. Gene fusion occurs by translocation, deletion or chromosomal inversions causing rearrangement and changes in chromosomes inflicting problems like cancer. To find gene fusions some programs like FusionSeq, SOAPfusion, SOAPFuse and TopHat-Fusion can be addressed.


  RNA-SEQ APPLICATIONS


  The production of large quantities of information with low cost reads makes NGS platforms useful for many applications. These include the discoveries of resequencing specific regions of interest or entire genomes, de novo assembly, reconstructing sets of lower eukaryotic, prokaryotic and bacterial genomes (Metzker, 2010), cataloging the transcriptome of cells, tissues and organisms and profiling gene expression and networks. Also they can be used to obtain profiles of all genome epigenetic marks and chromatin structure with other sequencing based methods (ChIP-Seq, methyl-Seq and DNase-Seq), to classify species and/or to discovery genes as well as to study metagenomics and metatranscriptomics (Metzker, 2010).


  Transcriptome sequencing has been used for applications ranging from gene expression profiling, annotation and detection of rearrangement to discovery and quantification of non-coding RNA. As using RNA-Seq has seen a very fast increasing 2822-time growth in 6 years, it is likely that a number of other applications of RNA-Seq will be released in the coming years but these probable future applications concretely depend on RNA-Seq output data study and analysis that come from bioinformatics as the essential and principal tool for analyzing RNA-Seq.


  As some examples of current RNA-Seq usages the following are addressed: developmental biology (Jones and Vodkin, 2013), genome diversity (Hansey et al., 2012), cancer and diseases in human (Costa et al., 2013), phylogenetic studies (Zhang et al., 2014), functional genomics (Rokas et al., 2012), abiotic and biotic stress responses in plants (Massa et al., 2013), SNPs (Quinn et al., 2013), presenting gene map and atlas (Sekhon et al., 2013), single-cell RNA sequencing (Sasagawa et al., 2013), long intergenic noncoding RNAs (lincRNA) (Hangauer et al., 2013).


  RNA-SEQ CHALLENGES AND SOLUTIONS


  Despite of all advantages and benefits of RNA-Seq, some drawbacks remain behind of it. Sufficient quality and yield of RNA upon isolation, purity of RNA extraction, rapid degradation of RNA, and preparation of samples to remove other type of RNA are problematic issues those impact RNA-Seq analyses (Peano et al., 2013). In addition, there are still other mentionable problems on RNA-Seq analyses that remain to solve. As some examples: a need for database interpretation based on available data, limitation in reproducibility of results with previous data from other experiments (Rung and Brazma, 2013), huge information to process, outputting very big sequencing files, computational complexities for data analyses (Hitzemann et al., 2013), requirement for supercomputers, high performance servers and high throughput computational systems.


  It is too difficult to determine an exact computational system required to do RNA-Seq based bioinformatics analyses as output file size and data are different depending on the technology. However if there is no access to classic high performance computation cluster, generally The Cloud can be the solution in the cases where the generated data or file size are not very big to need high throughput computers for data saving, reading, computing and processing.


  In this case some available solutions as The Cloud Solutions are recommended including but not limited to Galaxy (http://www.usegalaxy.org, htt://www.galaxyproject.org), GenePattern (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern), DIAG (http://diagcomputing.org/) (This research was conducted on the National Science Foundation funded MRI-R2 project #DBI-0959894) and iPlant collaborative (http://www.iplantc.org). They are mainly shared computational cloud platforms that are available for academic and non-profit institutions for performing bioinformatics analyses as a high performance online solution.


  Another alternative solution can be BioLinux (http://environmentalomics.org/bio-linux/ ) based on Unix operating system that works for both offline as computer operating system (OS) and/or online for The Cloud computing. It integrates several tools for bioinformatics tasks as well as RNA-Seq analyses those are installed on the OS by default and user can run them. The drawback of BioLinux is that user should be familiar with Linux OS.


  Also many web-interface sites are available where one can do RNA-Seq tasks online without needing any special computation machine. Some websites can be suggested such as DEB to run three different algorithms of differential expression edgeR, DESeq, bayseq ( http://www.ijbcb.org/ DEB/php/onlinetool.php), TRAPID: Rapid Analysis of Transcriptome Data an online tool for analysis de novo transcriptomes ( http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/trapid/), HTSeq to process high-throughput sequencing data (http://www-huber.embl.de/HTSeq).


  It is worthy to conclude that there are some sites where it is possible to find more information and programs for RNA-Seq analysis as http://www.seqanswers.com , http://www.bioconductor.org and http://www.rna-seqblog.com.


  Although RNA-Seq generates more informative and novel results without having prior knowledge about the under study organism than other methods, but data analysis, explication, dissection, visualization and depiction is still a challenge in RNA-Seq studies. RNA-Seq data interpretation needs basically information about gene expression, biological networks, systems biology, functional genomics and transcriptomics and relevant topics.


  However obviously such information are not available completely even for human or Arabidopsis and other organisms those supposed that are well annotated. For organisms with non or less genetic information, this is an RNA-Seq advantage as it can reveal novel information for an organism without having prior information and also can add more informative results to the current data on genome-known organisms. The problem of interpretation is little available scientific info about genes, expression, networks, and systems. Biological interpretation of biocomputed data needs more abilities and tools to connect biology to non-biological knowledge that RNA-Seq can do it.


  CONCLUSION


  The NGS technologies are revolutionizing genomics and transcriptomics research and allowing faster and cost effective generation of large amounts of sequences compared to traditional Sanger sequencing. They so far are also cheaper, less labor, and taking less time. They can also determine and quantify differentially expressed genes while Sanger sequencing cannot.


  There are many advantages for RNA-Seq such as being cost-effective and time-efficient, not necessitate reference genome or previously available transcriptome, several known and unknown applications that other methods and technologies cannot perform. RNA-Seq has altered thinking of how to study complexity and dynamics of transcriptome and genic regulation. In early RNA-Seq studies, more widely expressed genomes and transcriptomes have been revealed more complex than expected, giving perception of new regulatory mechanisms. These studies have also found extensive post-transcriptional regulation of transcription structures and sequences (Marguerat and Bähler, 2010).


  RNA-Seq has increasingly become the method of choice and number one in transcriptomics studies and conventional methods like microarrays are being replaced by it. Covering a remarkably diverse range of applications as a robust approach RNA-Seq has been considered to be the best option in new transcriptomics projects.


  RNA-Seq is an interdisciplinary and crossdisciplinary method that interconnect several scientific fields from pure sciences including biology, chemistry, physics, mathematics to applied sciences such as biochemistry, biostatistics, bioinformatics, and so on. This feature makes it an ideal method to respond to the questions like how life goes on based on genes, transcripts, proteins and biological products; how living organisms react to and interconnect with environment; how gene expression and transcriptome function and influence living organisms; how different biological organization levels from molecule, cell and organism to ecosystem, biome and biosphere function, and are related.


  This manuscript as a brief review on RNA-Seq intends to help interested persons who want to have a general view about this valuable approach as the would-be routine method in each biological and life science laboratory in any level type from small educational laboratories up to the big and well-equipped and more specialized research centers where it is purposed to work with RNA, transcriptome and aim to gene expression investigation.


  WEB LINKS FOR RNA-SEQ PLATFORMS


  To understand RNA-Seq concepts and how each platform works to generate RNA sequencing data, the following links are accessible in the Internet.


  Illumina


  http://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM


  http://www.wellcome.ac.uk/Education-resources/Education-and-learning/Resources/Animation/WTX056051.htm


  454 Pyrosequencing


  http://bcove.me/7eidiq1e?width=490&height=274


  http://www.wellcome.ac.uk/Education-resources/Education-and-learning/Resources/Animation/WTX056046.htm


  http://www.454.com


  Ion Torrent sequencing


  http://www.lifetechnologies.com/co/en/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-technology.html# or http://www.youtube.com/watch?v=MxkYa9XCvBQ


  SOLiD


  http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/videos-webinars.html


  PACBIO


  http://www.pacificbiosciences.com


  ACKNOWLEDGEMENT


  This is a part of a Ph.D. dissertation done in Department of Biology, Faculty of Science, National University of Colombia sponsored by Oil Palm Biology and Breeding Program, Corporación Centro de Investigación en Palma de Aceite, Cenipalma. Cenipalma research is funded by the Oil Palm Development Fund (FFP) managed by Fedepalma. We would like to thank Dr. Carmenza Montoya for the critical comments on the manuscript.

  


  REFERENCES


  Adams JU. Transcriptome: connecting the genome to gene function. Nat. Educ. 2008; 1(1): 195.


  Auer PL, and Doerge RW. Statistical design and analysis of RNA sequencing data. Genetics. 2010; 185(2): 405-416. doi: 10.1534/genetics.110.114983.


  Van Bakel H, Stout JM, Cote AG, Tallon CM, Sharpe AG, Hughes TR, et al. The draft genome and transcriptome of Cannabis sativa. Genome Biol. 2011; 12(10): R102. doi: 10.1186/gb-2011-12-10-r102.


  Bullard JH, Purdom E, Hansen KD, and Dudoit S. Evaluation of statistical methods for normalization and differential expression in mRNA-Seq experiments. BMC Bioinformatics. 2010; 11(1): 94. doi: 10.1186/1471-2105-11-94.


  Costa V, Aprile M, Esposito R, and Ciccodicola A. RNA-Seq and human complex diseases: recent accomplishments and future perspectives. Eur. J. Hum. Genet. 2013; 21(2): 134-142. doi: 10.1038/ejhg.2012.129.


  Duan J, Xia C, Zhao G, Jia J, and Kong X. Optimizing de novo common wheat transcriptome assembly using short-read RNA-Seq data. BMC Genomics. 2012; 13(1): 392. doi: 10.1186/1471-2164-13-392.


  Eteleeb AM, and Rouchka EC. Differential expression analysis methods for ribonucleic acid-sequencing data. OA Bioinforma. 2013; 1(1)(1): 1-9.


  Fonseca NA, Rung J, Brazma A, and Marioni JC. Tools for mapping high-throughput sequencing data. Bioinformatics. 2012; 28(24): 3169-3177. doi: 10.1093/bioinformatics/bts605.


  Frith MC, Pheasant M, and Mattick JS. The amazing complexity of the human transcriptome. Eur. J. Hum. Genet. 2005; 13(8): 894-7. doi: 10.1038/sj.ejhg.5201459.


  Gan X, Stegle O, Behr J, Steffen JG, Drewe P, Hildebrand KL, et al. Multiple reference genomes and transcriptomes for Arabidopsis thaliana. Nature. 2011; 477(7365): 419-23. doi: 10.1038/nature10414.


  Golan D, and Medvedev P. Using state machines to model the Ion Torrent sequencing process and to improve read error rates. Bioinformatics. 2013; 29(13): i344-i351. doi: 10.1093/bioinformatics/btt212.


  Haas BJ, and Zody MC. Advancing RNA-Seq analysis. Nat. Biotechnol. 2010; 28(5): 421-423. doi: 10.1038/nbt0510-421.


  Hangauer MJ, Vaughn IW, and McManus MT. Pervasive transcription of the human genome produces thousands of previously unidentified long intergenic noncoding RNAs. PLoS Genet. 2013; 9(6): e1003569. doi: 10.1371/journal.pgen.1003569.


  Hansey CN, Vaillancourt B, Sekhon RS, de Leon N, Kaeppler SM, and Buell CR. Maize (Zea mays L.) genome diversity as revealed by RNA-sequencing. PLoS One. 2012; 7(3): e33071. doi: 10.1371/journal.pone.0033071.


  Hitzemann R, Bottomly D, Darakjian P, Walter N, Iancu O, Searles R, et al. Genes, behavior and next-generation RNA sequencing. Genes. Brain. Behav. 2013; 12(1): 1-12. doi: 10.1111/gbb.12007.


  Jones SI, and Vodkin LO. Using RNA-Seq to profile soybean seed development from fertilization to maturity. PLoS One. 2013; 8(3): e59270. doi: 10.1371/journal.pone.0059270.


  Kliebenstein DJ. Exploring the shallow end; estimating information content in transcriptomics studies. Front. Plant Sci. 2012; 3: 213. doi: 10.3389/fpls.2012.00213.


  Konczal M, Koteja P, Stuglik MT, Radwan J, and Babik W. Accuracy of allele frequency estimation using pooled RNA-Seq. Mol. Ecol. Resour. 2014; 14(2): 381-92. doi: 10.1111/1755-0998.12186.


  Kvam VM, Liu P, and Si Y. A comparison of statistical methods for detecting differentially expressed genes from RNA-seq data. Am. J. Bot. 2012; 99(2): 248-56. doi: 10.3732/ajb.1100340.


  Lee C-S, Kim SK, and Kim M. Ion-sensitive field-effect transistor for biological sensing. Sensors (Basel). 2009; 9(9): 7111-7131. doi: 10.3390/s90907111.


  Lister R, Gregory BD, and Ecker JR. Next is now: new technologies for sequencing of genomes, transcriptomes, and beyond. Curr. Opin. Plant Biol. 2009; 12(2): 107-118. doi: 10.1016/j.pbi.2008.11.004.


  Loman NJ, Misra R V, Dallman TJ, Constantinidou C, Gharbia SE, Wain J, et al. Performance comparison of benchtop high-throughput sequencing platforms. Nat. Biotechnol. 2012; 30(5): 434-439. doi: 10.1038/nbt.2198.


  Mamanova L, Andrews RM, James KD, Sheridan EM, Ellis PD, Langford CF, et al. FRT-seq: amplification-free, strand-specific transcriptome sequencing. Nat. Methods. 2010; 7(2): 130-2. doi: 10.1038/nmeth.1417.


  Marguerat S, and Bähler J. RNA-Seq: from technology to biology. Cell. Mol. Life Sci. 2010; 67(4): 569-579. doi: 10.1007/s00018-009-0180-6.


  Margulies M, Egholm M, Altman WE, Attiya S, Bader JS, Bemben LA, et al. Genome sequencing in microfabricated high-density picolitre reactors. Nature. 2005; 437(7057): 376-380. doi: 10.1038/nature03959.


  Massa AN, Childs KL, and Buell CR. Abiotic and biotic stress responses in Solanum tuberosum Group Phureja DM1-3 516R44 as measured through whole transcriptome sequencing. Plant Genome. 2013; 6: 3. doi: 10.3835/plantgenome2013.05.0014.


  Metzker ML. Sequencing technologies-the next generation. Nat. Rev. Genet. 2010; 11(1): 31-46. doi: 10.1038/nrg2626.


  Morozova O, Hirst M, and Marra MA. Applications of new sequencing technologies for transcriptome analysis. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2009; 10: 135-151. doi: 10.1146/annurev-genom-082908-145957.


  Mortazavi A, Williams BA, McCue K, Schaeffer L, and Wold B. Mapping and quantifying mammalian transcriptomes by RNA-Seq. Nat. Methods. 2008; 5(7): 621-628. doi: 10.1038/nmeth.1226.


  Nyrén P. The history of pyrosequencing. Methods Mol. Biol. 2007; 373: 1-14. doi: 10.1385/1-59745-377-3:1.


  Peano C, Pietrelli A, Consolandi C, Rossi E, Petiti L, Tagliabue L, et al. An efficient rRNA removal method for RNA sequencing in GC-rich bacteria. Microb. Inform. Exp. 2013; 3(1): 1. doi: 10.1186/2042-5783-3-1.


  Quinn EM, Cormican P, Kenny EM, Hill M, Anney R, Gill M, et al. Development of strategies for SNP detection in RNA-Seq data: application to lymphoblastoid cell lines and evaluation using 1000 Genomes data. PLoS One. 2013; 8(3): e58815. doi: 10.1371/journal.pone.0058815.


  Ramirez-Gonzalez RH, Leggett RM, Waite D, Thanki A, Drou N, Caccamo M, et al. StatsDB: platform-agnostic storage and understanding of next generation sequencing run metrics. F1000Research. 2013; 2(248). doi: 10.12688/f1000research.2-248.v1.


  Rapaport F, Khanin R, Liang Y, Pirun M, Krek A, Zumbo P, et al. Comprehensive evaluation of differential gene expression analysis methods for RNA-seq data. Genome Biol. 2013; 14(9): R95. doi: 10.1186/gb-2013-14-9-r95.


  Robinson MD, and Oshlack A. A scaling normalization method for differential expression analysis of RNA-seq data. Genome Biol. 2010; 11(3): R25. doi: 10.1186/gb-2010-11-3-r25.


  Robles JA, Qureshi SE, Stephen SJ, Wilson SR, Burden CJ, and Taylor JM. Efficient experimental design and analysis strategies for the detection of differential expression using RNA-Sequencing. BMC Genomics. 2012; 13(1): 484. doi: 10.1186/1471-2164-13-484.


  Rokas A, Gibbons JG, Zhou X, Beauvais A, and Latgé J-P. The diverse applications of RNA-Seq for functional genomic studies in Aspergillus fumigatus. Ann. N. Y. Acad. Sci. 2012; 1273: 25-34. doi: 10.1111/j.1749-6632.2012.06755.x.


  Rung J, and Brazma A. Reuse of public genome-wide gene expression data. Nat. Rev. Genet. 2013; 14(2): 89-99. doi: 10.1038/nrg3394.


  Sasagawa Y, Nikaido I, Hayashi T, Danno H, Uno KD, Imai T, et al. Quartz-Seq: a highly reproducible and sensitive single-cell RNA sequencing method, reveals non-genetic gene-expression heterogeneity. Genome Biol. 2013; 14(4): R31. doi: 10.1186/gb-2013-14-4-r31.


  Schliesky S, Gowik U, Weber APM, and Bräutigam A. RNA-Seq Assembly-Are We There Yet? Front. Plant Sci. 2012; 3: 220. doi: 10.3389/fpls.2012.00220.


  Al Seesi S, Tiagueu YT, Zelikovsky A, and Madoiu I. Accurate differential gene expression analysis for RNA-Seq data without replicates. BMC Genomics. 2014; 15(Suppl 8):S2. doi: 10.1186/1471-2164-15-S8-S2.


  Sekhon RS, Briskine R, Hirsch CN, Myers CL, Springer NM, Buell CR, et al. Maize gene atlas developed by RNA sequencing and comparative evaluation of transcriptomes based on RNA sequencing and microarrays. PLoS One. 2013; 8(4): e61005. doi: 10.1371/journal.pone.0061005.


  Singh R, Ong-Abdullah M, Low E-TL, Manaf MAA, Rosli R, Nookiah R, et al. Oil palm genome sequence reveals divergence of interfertile species in Old and New worlds. Nature. 2013; 500(7462): 335-9. doi: 10.1038/nature12356.


  Soneson C, and Delorenzi M. A comparison of methods for differential expression analysis of RNA-Seq data. BMC Bioinformatics. 2013; 14(1): 91. doi: 10.1371/journal.pone.0061005.


  Sooknanan R, Pease J, and Doyle K. Novel methods for rRNA removal and directional , ligation-free RNA-Seq library preparation. Nat. Methods. 2010; 7(10). doi: 10.1038/nmeth.f.313.


  Trapnell C, Williams BA, Pertea G, Mortazavi A, Kwan G, van Baren MJ, et al. Transcript assembly and quantification by RNA-Seq reveals unannotated transcripts and isoform switching during cell differentiation. Nat. Biotechnol. 2010; 28(5): 511-515. doi: 10.1038/nbt.1621.


  Wang Z, Gerstein M, and Snyder M. RNA-Seq: a revolutionary tool for transcriptomics. Nat. Rev. Genet. 2009; 10(1): 57-63. doi: 10.1038/nrg2484.


  Wilhelm BT, and Landry J-R. RNA-Seq-quantitative measurement of expression through massively parallel RNA-sequencing. Methods. 2009; 48(3): 249-257. doi: 10.1016/j.ymeth.2009.03.016.


  Zhang W, Ciclitira P, and Messing J. PacBio sequencing of gene families - A case study with wheat gluten genes. Gene. 2014; 533(2): 541-546. doi: 10.1016/j.gene.2013.10.009.


  Zhu P, and Craighead HG. Zero-mode waveguides for single-molecule analysis. Annu. Rev. Biophys. 2012; 41: 269-293. doi: 10.1146/annurev-biophys-050511-102338.


  Doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v20n2.42875


  Artículo de investigación


  EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES IMPLICADOS EN LA BIOSÍNTESIS DE ALMIDÓN EN DIFERENTES VARIEDADES DE YUCA


  Expression Assessment of Starch Biosynthesis-Related Genes in Different Cassava Varieties


  Simón CORTÉS SIERRA1, Paul CHAVARRIAGA2, Hernan CEBALLOS2, Camilo LÓPEZ CARRASCAL1.


  1Grupo Manihot Biotec, Departamento de Biología, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia. Bogotá, Colombia.

  2Plataforma de Transformación Genética, Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT. Km 17 Recta Cali. Palmira, Colombia.

  For correspondence. celopezc@unal.edu.co


  Received: 31 March 2014; Returned for revision: 13 May 2014; Accepted: 12 October 2014.

  Associate Editor: Adriana Almeida.


  Citation / Citar este artículo como: Cortés Sierra S, Chavarriaga P, Ceballos H, López Carrascal C. Evaluación de la expresión de genes implicados en la biosíntesis de almidón en diferentes variedades de yuca. Acta biol. Colomb. 2015;20(2):37-46. doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v20n2.42875

  


  RESUMEN


  Las raíces almacenadoras de yuca representan una fuente importante de almidón. La ruta metabólica del almidón ha sido reconstruida recientemente en yuca gracias a la liberación de la secuencia completa de su genoma. En este estudio se evaluó la expresión de los genes que codifican para las enzimas pululanasa, isoamilasa, α-amilasa, enzima desproporcionante, ADP-glucosa pirofoforilasa, almidón sintasa unida al gránulo, enzima ramificante del almidón y sintasa soluble del almidón, en las raíces almacenadoras de plantas de cinco y 11 meses de edad, en un grupo de cinco variedades de yuca. Se evidenciaron diferencias importantes en la expresión de estos genes entre las variedades evaluadas y entre los dos tiempos. Las variedades CM523-7 y SM1219-2 presentaron uno de los niveles más altos de expresión para los genes ADP-glucosa pirofoforilasa y almidón sintasa unida al gránulo mientras que el gen para α-amilasa fue el más bajo en estas dos variedades. Aunque la variedad TMS60444 presentó niveles de expresión similares en genes implicados en la síntesis de almidón, fue la que presentó el mayor nivel de expresión de la α-amilasa. Estos datos se pueden correlacionar con el relativo bajo contenido de materia seca en esta variedad. Los datos de expresión génica presentados en este trabajo permitirán complementar información sobre actividad enzimática con miras a identificar los elementos más importantes en la acumulación diferencial de almidón entre variedades de yuca.


  Palabras clave: expresión diferencial, metabolismo, qRT-PCR.

  


  ABSTRACT


  Cassava storage roots represent an important starch source. Recently, the starch metabolic pathway in cassava has been reconstructed thanks to the full release of its genome. In this study gene expression was evaluated for genes coding pullulanase, isoamylase, α-amylase, deproportionating enzyme, ADP-glucose pyrophosphorylase, granule bound starch synthase, starch branching enzyme and soluble starch synthase, in cassava storage roots five and 11 months old, in five cassava varieties. Important gene expression differences were detected both at the variety and time level. CM523-7 and SM1219-2 showed one of the highest expression levels for AGPase and GBSS genes, while α-amylase showed the lowest level in these two varieties. TMS60444 variety showed similar expression levels in starch biosynthesis-related genes, but conversely also showed the highest α-amylase expression. This correlates with the relative low dry-matter content in TMS60444. Gene expression data reported here will allow complementing actual information on enzymatic activity, in order to identify the most relevant factors in differential starch accumulation between cassava varieties.


  Keywords: differential expression, metabolism, qRT-PCR.

  


  INTRODUCCIÓN


  La yuca (Manihot esculenta Crantz) representa una de las fuentes más importantes de calorías para la población mundial, considerándose como un producto de seguridad alimentaria (Howeler et al., 2013). La yuca ha sido tradicionalmente considerada como un alimento básico, con calidad nutricional moderada, en especial la raíz almacenadora se resalta como fuente de almidón, pues cerca del 90 % de su peso seco lo constituyen carbohidratos (El-Sharkawy, 2004; Ospina et al., 2002). El almidón presente en las raíces de la yuca no sólo es un alimento básico para la población humana sino que también constituye la materia prima para elaborar concentrados comerciales para animales, para los fabricantes de papel y de textiles, y para la industria de alimentos procesados y la farmacéutica (Howeler et al., 2013). Actualmente las raíces de yuca se emplean también para la producción de bioetanol, con estimados de producción de hasta 280 L de etanol al 96 % a partir de una tonelada de yuca con un 30 % de almidón (Howeler et al., 2013). El porcentaje de almidón almacenado en las raíces de yuca puede variar entre el 65 % a 90 % del total de materia seca (Munyikwa et al., 1997). Para que el almidón de yuca logre un mejor posicionamiento en el mercado y un mayor impacto industrial, se requiere contar con una gama variable de almidones con características diferentes definidas. Al mismo tiempo es necesario disponer de variedades que presenten mayores contenidos de almidón en sus raíces y altos rendimientos de producción. Estas características están definidas de manera directa o indirecta por la estructura y expresión de los genes responsables de la biosíntesis de almidón.


  El almidón se acumula en forma de gránulo en los amiloplastos de los tejidos almacenadores como raíces o tubérculos, como también en los cloroplastos en los tejidos fotosintéticos. El almidón es un glucano insoluble que se forma por medio de enlaces glucosídicos tipo α de monómeros de glucosa. El almidón se compone de dos polisacáridos, la amilosa y la amilopectina, los cuales representan entre el 98-99 % del peso seco del gránulo de almidón. Las propiedades y la proporción de cada uno de los polisacáridos en el gránulo de almidón determinan las características de los almidones de cada una de las fuentes vegetales. (Ballicora et al., 2004; Munyikwa et al., 1997). Los dos polisacáridos se diferencian por la longitud de la cadena y los tipos de enlaces, ya que en la amilosa son cadenas lineares de 100 a 10.000 residuos glucosil unidos por enlaces α-1,4; mientras que la amilopectina está formada por cadenas más cortas unidas por enlaces α-1,4, y adicionalmente presenta enlaces α-1,6 responsables de los puntos de ramificación. Dichos puntos se encuentran cada 15 a 30 unidades de glucosa (Baguma et al., 2003; Zeeman et al., 2010). En el almidón de yuca, como en varias especies, la amilosa sólo llega a representar entre el 15 % al 25 %, mientras que la amilopectina representa entre el 70 % al 80 % (Raemakers et al., 2005; Sánchez et al., 2009).


  Las enzimas responsables de la biosíntesis del almidón no son muchas. La primera enzima que actúa en el amiloplasto, es la Adenosina difosfato glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la cual partiendo de ATP y glucosa-1-fosfato genera ADP- glucosa, que es el substrato a partir del cual se sintetizan los dos polisacáridos. La enzima sintasa de almidón ligada al granulo de almidón (GBSS, por sus siglas en inglés Granule Bound Starch Synthase), cataliza la síntesis de amilosa por medio de la adición de ADP-glucosa al extremo no reductor de la cadena linear de glucanos preexistentes por medio de uniones α-1,4. (Zeeman et al., 2010). La amilopectina se sintetiza por medio de la acción de la enzima ramificadora de almidón (SBE por sus siglas en inglés Starch Branching Enzyme), la cual introduce puntos de ramificación sobre las cadenas lineares cada 15 a 20 unidades de glucosa del extremo no reductor, por medio de uniones α-1-6 (Zeeman et al., 2010). Adicionalmente a la SBE, las sintasas de almidón solubles (SSS, por sus siglas en inglés Soluble Starch Synthase), participan en la formación de amilopectina. Otro grupo de enzimas importantes en la biosíntesis de almidón es el de las enzimas desramificantes de almidón (DBEs por sus siglas en inglés DeBranching Enzymes). Estas enzimas son del tipo α-1,6-glucanohidrolasas, las cuales cortan puntos de ramificación de la amilopectina. En plantas se presentan dos tipos de DBEs, las isoamilasas (ISO) y las pululanasas (PUL) (Zeeman et al., 2010). Por otra parte se ha determinado que enzimas cuyo papel principal es la degradación de almidón, también juegan un papel importante en su metabolismo. Este es el caso de la enzima desproporcionante del almidón (DPE por sus siglas en inglés Deproportionating Enzyme), una α-1,4 glucanotransferasa que cataliza modificaciones en el tamaño de las cadenas de amilopectina (Bresolin et al., 2006). Finalmente la α-amilasa (AMY) también puede estar involucrada en el control de la estructura del gránulo de almidón (Bresolin et al., 2006).


  Las diferentes enzimas y la ruta metabólica de síntesis de almidón ha sido bien descrita en plantas modelo como Arabidopsis y en cereales (Sonnewald y Kossmann, 2013). En yuca, hasta hace poco, sólo algunos de los genes responsables habían sido descritos. Sin embargo con la reciente liberación de la secuencia completa del genoma (Prochnik et al., 2012) fue posible reconstruir la ruta metabólica completa (Saithong et al., 2013). Este estudio mostró que existe un alto grado de conservación en los genes y, en general, en toda la ruta metabólica del almidón de yuca con otras especies como Arabidopsis, arroz, maíz, ricino y papa. Por consiguiente las propiedades contrastantes en el almidón de varias especies, así como las pequeñas diferencias presentes dentro de variedades de la misma especie pueden ser producto de la existencia de diferentes isoformas de cada una de las enzimas implicadas como también de la expresión génica diferencial (Chen et al., 2012). En yuca se ha reportado el perfil de expresión de genes durante el proceso de engrosamiento de las raíces, inicialmente mediante estrategias de ADNc-AFLP (Sojikul et al., 2010) y recientemente mediante el empleo de microarreglos (Yang et al., 2011). Si bien estos estudios han permitido comprender el proceso de tuberización y acumulación de almidón, ningún estudio se ha focalizado en la evaluación de la expresión de genes en las raíces en diferentes variedades de yuca.


  La yuca posee una diversidad importante, que puede ser explotada para identificar variedades altamente productivas y adaptadas a condiciones agroecológicas particulares y con almidones diferenciales. La Colección de Germoplasma de yuca ubicada en el CIAT está representada por cerca de 6600 entradas que incluyen 5709 clones de M. esculenta en los que se encuentran clones primitivos y cultivares mejorados, y 883 accesiones correspondientes a variedades silvestres (isa.ciat.cgiar.org/urg/cassavacollection.do). Esta colección de Germoplasma ha sido evaluada, al menos parcialmente, mediante técnicas moleculares, a través del empleo de AFLP y microsatélites (Roa et al., 1997; Fregene et al., 2000) .


  En este estudio se realizó un análisis comparativo de la expresión de un conjunto de genes seleccionados implicados en el metabolismo de almidón en un grupo de variedades de yuca, logrando identificar patrones de expresión génica diferencial para algunos genes en las variedades de yuca evaluadas.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Material vegetal


  Plantas de yuca de las variedades listadas en la Tabla 1 fueron crecidas en condiciones de campo en la estación experimental del CIAT, a partir de estacas de variedades contenidas en el banco de germoplasma del CIAT. Se crecieron al menos cinco plantas por cada variedad. De cada planta se realizó una extracción de las raíces, en el mismo momento del día, a los cinco y 11 meses de cultivo. Las raíces se almacenaron directamente en nitrógeno líquido. A los cinco meses las raíces almacenadoras ya presentan un porte apto para su cosecha, mientras que a los 11-12 meses se suele realizar una segunda cosecha en la que las raíces presentan un incremento en peso.


  [image: ]


  Extracción de ARN, síntesis de ADNc


  Se tomaron tres plantas de yuca por cada variedad estudiada, a los cinco y a los once meses de cultivo, y de cada planta se tomaron dos raíces almacenadoras para la extracción de ARN. El tejido macerado se resuspendió por agitación vigorosa en buffer de extracción precalentado a 65 °C (acetato de sodio 100mM (pH 6.1), EDTA 1mM, SDS 4 %). Se adicionó un volumen de fenol ácido (pH 4.3):cloroformo:alcohol isoamílico (24:24:1) y se mezcló por inversión. Posterior a la centrifugación (10500 rpm por cinco min) se recuperó el sobrenadante. Se repitió la extracción con fenol ácido dos veces. Se agregó un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se procedió a una nueva extracción. Finalmente el sobrenadante se precipitó con una solución de cloruro de litio hasta alcanzar una concentración final de 2M. Se incubó toda la noche a ‐20°C y se precipitó a 10500 rpm por diez minutos a 4 °C. El pellet se lavó con etanol al 70 %. El ARN se resuspendió en agua tratada con DEPC. Se verificó la calidad del ARN a través de electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % teñido con bromuro de etidio y nanodrop (BioRad). Las muestras fueron tratadas con DNAsa para eliminar cualquier contaminación con ADN genómico, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para confirmar la ausencia de ADN genómico se llevó a cabo un PCR sobre las muestras de ARN tratadas empleando los primers correspondientes al gen de tubulina. La síntesis de ADNc se llevó a cabo empleando el kit Fermentas y siguiendo las recomendaciones del fabricante.


  qRT-PCR


  Se evaluó la expresión de varios genes implicados en el metabolismo de almidón (Tabla 2). Los primers se diseñaron a partir de las secuencias de estos genes reportadas para el genoma de yuca (http://www.phytozome.net/cassava) empleando el programa primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) las secuencias de los primers se listan en la Tabla 2. Se realizaron diluciones seriadas del ADNc para ser empleado como molde en las reacciones de qRT-PCR, según recomendaciones del fabricante. Para las reacciones de QRT-PCR se utilizó el kit SYBR GreenER™ qPCR SuperMix Universal (Life Technologies) y se siguieron las recomendaciones del fabricante. Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador con sistema de detección de PCR en tiempo real DNA Engine Opticon 2 de BIORAD. Se utilizó el software asociado de montaje y análisis de datos MJ Opticon Monitor analysis. A partir de las diluciones seriadas de ADNc se realizaron curvas estándar para calcular la eficiencia de los primers. En todos los casos la eficiencia de los primers usados fue cercana al valor óptimo. Se determinó la cantidad relativa de la expresión de cada gen de interés respecto al gen de referencia de la tubulina, calculando el ΔCt respectivo, en ensayos por duplicado por variedad por tiempo donde ΔCT = CT del gen blanco – CT del gen referencia. Se realizaron comparaciones pareadas entre variedades y tiempos utilizando el método de cuantificación relativa de doble delta Ct (2-ΔΔCT) donde: ΔΔCT = ΔCT muestra blanco – ΔCT muestra control, y para encontrar diferencias significativas de expresión diferencial entre muestras, se utilizaron los métodos de aleatorización y bootstrap, implementados en el software REST (http://rest.gene-quantification.info/).
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  Análisis de agrupamiento


  Los valores de expresión de los genes en las variedades y tiempos fueron agrupados con el método de clusters jerárquicos usando la métrica de correlación no centrada, implementado en el software cluster 3.0 (de Hoon et al., 2004). Las gráficas de agrupamiento se realizaron con JTreeView (Saldanha, 2004).


  RESULTADOS


  Aspectos generales de la expresión de genes de almidón


  La expresión de los genes que codifican para varias enzimas implicadas en el metabolismo del almidón fue evaluada a partir de ARN extraído de raíces de cinco variedades de yuca en plantas de cinco y 11 meses. La extracción de todas las muestras fue efectiva y eficiente (Fig. 1) lo que permitió la evaluación del grupo completo de genes en todas las variedades. La calidad del ARN y ADNc fue evaluada no solamente mediante gel (Fig. 1) sino que se determinó la calidad y ausencia de contaminación de las muestras con ADN genómico mediante PCR (Fig. 2). La expresión de los genes fue normalizada empleando la expresión del gen de tubulina, por esta razón se presentan los valores como expresión relativa y son adimensionales. En algunos casos particulares se presentaron variaciones bastante grandes en los valores de expresión génica para genes particulares en ciertas variedades. Sin embargo este fenómeno no se observó de manera consistente ni para un gen o variedad en particular. Sin considerar el tiempo de las plantas e independientemente de la variedad evaluada, se puede observar que los niveles de expresión génica para los genes AGPasa y SBE fueron los que presentaron mayores valores de expresión relativa cuando se compara con los otros genes (Fig. 3). Los valores en la mayoría de los casos estuvieron por encima de 2, y alcanzaron valores de hasta 5 u 8 para AGPasa. Para SBE si bien los valores no fueron tan altos, si estuvieron cercanos a 1 en muchos casos. PUL fue el que menor expresión presentó con valores que difícilmente alcanzaban 0,1. Para ISO, AMY, DPE y SSS los valores estuvieron alrededor de 0,3 (Fig. 3).
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  Para encontrar tendencias generales en la expresión de los genes de almidón estudiados en las diferentes variedades y tiempos, se realizó un análisis de agrupamiento mediante correlaciones jerárquicas basadas en los valores de expresión (Fig. 4). De esta forma se encontró que la expresión general de los genes analizados tiende a agruparse respecto al tiempo. Es decir, la expresión global de estos genes a los cinco meses es similar en la mayoría de las variedades y diferenciable de su expresión a los 11 meses (Fig. 4). Esto podría indicar que en el caso de las variedades estudiadas, el tiempo de madurez de las raíces tiene un mayor efecto en el perfil genético de expresión de genes del metabolismo del almidón de manera similar en todas las variedades. En cuanto al agrupamiento de genes según su perfil de expresión, se encontró que en general aquellos genes implicados en la biosíntesis de almidón como AGPasa, GBSS y SSS se agruparon, pero presentaron un perfil de expresión similar a los genes para las enzimas de degradación de almidón como la PUL e ISO (Fig. 4). Estos resultados sugieren un papel complementario de estas enzimas para la biosíntesis de almidón. Por otro lado, AMY y DPE presentaron perfiles de expresión menos parecidos al grupo anterior, mientras que el perfil de expresión de SBE no se agrupó con el de ningún otro gen, indicando un posible papel heterogéneo en la biosíntesis de almidón en las variedades estudiadas.
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  Expresión diferencial en el tiempo


  En términos generales no se observa una tendencia bien definida a que la expresión de los genes esté afectada a lo largo del tiempo (plantas de cinco y 11 meses de cultivo) independientemente de la variedad de yuca analizada. Sin embargo sí se observa una ligera propensión a que los genes AMY, AGPasa y GBSS tengan niveles más altos de expresión a los 11 meses en diferentes variedades o al menos equivalente al que presentan a los cinco meses (Fig. 3). Es evidente que existe una expresión casi nula de AMY a los cinco meses, lo cual contrasta con niveles relativamente altos a los 11 meses. Por el contrario, PUL, ISO y SBE presentaron valores de expresión ligeramente superiores a los cinco que a los 11 meses (Fig. 3).


  Para observar tendencias en la expresión diferencial de los genes estudiados a los 11 meses respecto a los cinco meses en las variedades empleadas, se realizó otro análisis de agrupamiento jerárquico, esta vez utilizando sólo los datos de expresión diferencial. Para este análisis los valores de expresión de los genes significativamente inducidos o reprimidos a los 11 meses respecto a los cinco meses fueron considerados, mientras que aquéllos cuyo cambio en expresión no fue estadísticamente significativo se tomó como cero (Fig. 5). A partir de este análisis de agrupamiento se encontró que las variedades SM1219-9 y SM2775-2 tienen perfiles de inducción de la expresión de los genes de biosíntesis de almidón diferenciables de los de las variedades CM523-7 y CM3306-4. Adicionalmente se puede observar que el perfil de expresión de la variedad TMS60444 es más cercano a las variedades SM (SM1219-9 y SM2775-2) que a las CM (CM523-7 y CM3306-4). Esto da indicios de que el nivel de inducción diferencial de genes de almidón puede poseer un componente dependiente de la variedad.
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  Respecto al agrupamiento de genes inducidos o reprimidos diferencialmente, se conservó la correlación entre la expresión de AGPase y SSS, pero esta vez estuvo más relacionada con la expresión de los genes para la α-amilasa y la DPE que con la de GBSS, PUL e ISO (Fig. 5). La expresión de SBE presenta un perfil particular pues es significativamente inducida en las variedades CM mientras que es reprimida en las SM. Dado el papel de la SBE en el contenido diferencial de amilopectina, esta diferencia en inducción entre variedades podría ser un indicador de la diferencia de la estructura del almidón de las variedades CM y SM. Igualmente es notable la fuerte inducción de AMY en el agrupamiento de las variedades SM y TMS60444.


  Diferencias entre variedades


  El análisis general de la expresión de los diferentes genes en las variedades de yuca empleadas permitió poner en evidencia que existe una fuerte variación entre ellas. Para PUL, las variedades CM523-7 y CM3306-4 presentaron niveles más altos que las otras variedades. ISO se expresó con mucha más fuerza en las variedades CM523-7 y TMS60444 destacándose el alto nivel de expresión para este gen en TMS60444 a los 11 meses. El nivel de expresión en esta variedad a los 11 meses fue casi tres veces mayor que en las otras variedades de yuca. Nuevamente la variedad CM523-7 junto con SM1219 y CM3306-4 se destacaron como las que presentaron los niveles más bajos de expresión para AMY (Fig. 3). Sin embargo, como se mencionó anteriormente, sí se evidenció una tendencia similar en todas las variedades a que se presentara un incremento en la expresión de este gen a los 11 meses. Las variedades de yuca evaluadas mostraron un perfil de expresión muy diferente para el gen AGPasa tanto a los cinco como a los 11 meses. Las variedades CM523-7 y TMS60444 mostraron valores muy altos a los cinco meses, sin embargo mientras que a los 11 meses el nivel de expresión se elevó en la variedad TMS60444, en CM523-7 la expresión fue apenas detectable. Un comportamiento similar se observó en las variedades SM2775-2, SM1219-2 y CM3306-4 en los dos tiempos evaluados (Fig. 3).


  Todas las variedades mostraron un perfil de expresión muy similar en los genes DPE y SSS tanto a los cinco como a los 11 meses, situación que también se evidenció en la expresión del gen GBSS a los 11 meses. Sin embargo la variedad SM1219-2 se diferenció claramente de las otras por su baja expresión en el gen GBSS a los 5 meses. Por otro lado, la variedad TMS60444 se diferenció claramente de las otras por su alto nivel de expresión en el gen SBE tanto a los cinco y 11 meses, mientras que las otras variedades presentaron patrones de expresión muy similar para este gen a los dos tiempos evaluados (Fig. 3).


  DISCUSIÓN


  En este estudio se pudo poner en evidencia las diferencias importantes que existen en la expresión de varios genes implicados en el metabolismo de almidón entre variedades de yuca durante el ciclo del cultivo. Mediante RT-PCR en tiempo real se pudo observar que de manera general las diferentes variedades tienen diferentes patrones en los cambios de expresión de los genes estudiados respecto a la edad de las plantas (11 meses respecto a cinco meses), lo cual puede reflejar una diferencia global en el metabolismo de almidón respecto al tiempo en raíces de yuca.


  En este trabajo se observó una variación importante en la expresión de ciertos genes en algunas muestras evaluadas, a pesar de las diferentes réplicas técnicas y biológicas que se emplearon encaminadas a disminuir la variabilidad biológica. Varios estudios han demostrado que la expresión de genes relacionados con el metabolismo del almidón es muy susceptible de ser modificada por leves variaciones ambientales (Martin y Smith, 1995; Baguma, 2004; Baguma et al., 2008). Es posible que la variación entre réplicas observada se explique por pequeños cambios ambientales o condiciones de suelo muy particulares en el cual se encontraban las plantas al momento de realizar la colecta del material para la extracción de ARN. Sin embargo y a pesar de esta variabilidad, en muchos de los casos se pudo observar un patrón de expresión génica diferencial en varios genes entre las variedades evaluadas.


  La expresión de genes implicados en el metabolismo de almidón ha sido ampliamente estudiada en diferentes especies vegetales. En los años 90s los trabajos estuvieron dedicados a la identificación de cada uno de los genes y al estudio de su expresión de manera individual por técnicas como RT-PCR o Northern-blot (Martin y Smith, 1995; Munyikwa et al., 1997; Salehuzzaman et al., 1999). Recientemente se han llevado a cabo estudios de expresión global empleando microarreglos o ARN-seq (Yang et al., 2011; Firon et al., 2013). La suma de estos trabajos ha permitido identificar una compleja red de regulación en los genes implicados tanto en el metabolismo como catabolismo del almidón. Se ha puesto en evidencia que la regulación de la expresión de genes de almidón se ve afectada por el ritmo circadiano y la transición día/noche (Baguma et al., 2008; Sonnewald y Kossmann, 2013). Sin embargo no se evidenciaron patrones de expresión coordinada entre los genes y la actividad de las enzimas codificadas por estos genes, sugiriendo la existencia de mecanismos de regulación postranscripcional regulando no solo la transcripción sino la actividad de las enzimas (Smith et al., 2004). Algunos estudios han mostrado un incremento en la expresión de algunos genes de la síntesis de almidón durante el proceso de engrosamiento de las raíces o del ciclo de cultivo (Munyikwa et al., 1997; Baguma et al., 2003; Yang et al., 2011; Firon et al., 2013), lo cual se corresponde al incremento en la expresión de genes como AGPasa, GBSS y SSS en plantas de cinco a los 11 meses visto en la mayoría de las variedades de yuca evaluadas.


  A pesar de los importantes esfuerzos que se han dado por comprender la regulación de la expresión y actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo del almidón, ningún estudio ha realizado un análisis comparativo de la expresión de genes en variedades que presentan características diferenciales en el contenido y/o estructura de almidón. En este trabajo se logró identificar patrones de expresión génica diferencial entre variedades de yuca para algunos de los genes de almidón, los cuales se pueden correlacionar al menos parcialmente con el contenido de materia seca. De manera interesante las variedades CM523-7 y SM1219-2 fueron las que presentaron los más bajos niveles de expresión para algunos de los genes implicados en la degradación de almidón (α-amilasa e isoamilasa) y niveles relativamente similares en los genes de biosíntesis de almidón, lo cual permitiría explicar parcialmente los relativos altos niveles de materia seca que presentan estas variedades, dado que un bajo nivel de degradación de almidón por la α-amilasa y la isoamilasa, contrastado con la producción constante de almidón por las enzimas biosintéticas, estaría generando un incremento constante de materia seca. Sin embargo la situación puede ser un poco más compleja, ya que una variedad contrastante con bajo contenido de materia seca como TMS60444 presentó niveles relativamente altos o al menos muy similares a los de estas variedades en la expresión de genes implicados en la síntesis de almidón. La diferencia más importante se presentó en la expresión de la α-amilasa para el cual la variedad 60444 obtuvo los mayores niveles de expresión.


  Nosotros logramos observar un comportamiento general en el que las variedades SM fueron agrupadas y separadas de las variedades CM según su perfil de expresión de genes implicados en el metabolismo del almidón. Esta información podría ser útil en posteriores estudios encaminados a identificar variedades promisorias para la industria del almidón o en la selección de variedades y su fondo genético para ser incluidas dentro de programas de mejoramiento genético.


  CONCLUSIONES


  El metabolismo del almidón presenta una compleja regulación que implica no solamente el control transcripcional de los genes implicados a través de mecanismos tales como el ritmo circadiano, hormonas y el contenido de azúcar (Munyikwa et al., 1997; Baguma et al., 2003; Smith et al., 2004). De igual manera, la regulación en la actividad enzimática mediante modificaciones post-transcripcionales e inhibición alostérica también ha sido reportada (Martin y Smith, 1995). La presencia de múltiples isoformas es un elemento adicional que incrementa la complejidad en la regulación en la acumulación de almidón en las raíces almacenadoras (Ball y Morell, 2003). Todos estos elementos deben considerarse en un futuro en diferentes variedades de yuca con miras a ganar una mejor comprensión de los factores que determinan sus características diferenciales en el contenido de materia seca y en consecuencia de almidón. En este estudio se ha contribuido parcialmente a este conocimiento a través de la evaluación de la expresión de varios genes implicados en el metabolismo de almidón. Estos datos podrán correlacionarse con actividad enzimática y contenido de almidón en futuros estudios.
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  RESUMEN


  Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) es el agente causal del tizón bacteriano de la yuca, una de las principales enfermedades de los cultivos de yuca en América del Sur y África. Hasta ahora, el desarrollo de la enfermedad se mide a través de AUDPC (Area Under Disease Progress curve), pero no hay disponibles métodos cuantitativos fiables, esto debido posiblemente a la alta variabilidad del crecimiento bacteriano en la planta. Para establecer un método exacto para la cuantificación bacteriana durante el curso de la infección Xam dentro de los tejidos del huésped, se analizaron las poblaciones de bacterias sobre tallo y hojas, así como corte de hojas de las variedades de yuca MCOL1522 y SG107-35 con la cepa virulenta CIO151 Xam. En esta investigación se muestra que el movimiento de las bacterias a lo largo de los tejidos y especialmente en las hojas es estocástico. Por otra parte, hemos podido demostrar el crecimiento diferencial de la cepa virulenta Xam CIO151 tras la punción al tallo y la cuantificación de la bacteria a 6 cm de distancia del punto de inoculación de dos variedades que presentan niveles contrastantes de susceptibilidad.


  Palabras clave: crecimiento bacteriano, métodos de inoculación, yuca.

  


  ABSTRACT


  Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) is the causal agent of cassava bacterial blight (CBB), a major disease for cassava crops in South America and Africa. Until now the development of the disease is measured via AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) but no reliable quantitative methods are available probably due to high variability of bacterial growth in planta. To establish an accurate method for bacterial quantification during the course of Xam infection within the host tissues, we analyzed bacterial populations upon stem and leaf-puncturing as well as leaf-clipping of cassava varieties MCOL1522 and SG107-35 challenged with the virulent Xam strain CIO151. Here, we show that the movement of bacteria along the tissues and especially in leaves is stochastic. Moreover, we were able to demonstrate differential growth of virulent Xam strain CIO151 upon stem-puncturing and quantification of bacteria 6 cm. away from the inoculation point of two varieties displaying contrasting levels of susceptibility.


  Keywords: bacterial growth, cassava, inoculation methods.

  


  INTRODUCTION


  Cassava Bacterial Blight (CBB) is one of the most prevalent bacterial diseases of cassava, which can severely compromise its production, and therefore food security for more than 1000 million people, who depend on cassava starch as main source of calories (FAO, 2011; López and Bernal, 2012). CBB is caused by the gram-negative bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) which enters plant tissues via wounding and colonizes the vascular tissues ( Verdier, 2002). Xam is a highly diverse pathogen in Latin America, as well as in Africa, albeit to a lower extend (López and Bernal, 2012). The losses caused by Xam can reach 100 % of cassava production after three cycles of production if the environmental conditions are favorable (Verdier, 2002). Only a few resistant cassava varieties have been reported, which are mainly non-commercial varieties (Restrepo et al., 2000a). Histological and molecular defense responses of cassava against Xam have shown to be activated in both resistant and susceptible varieties, but are faster and more intense in resistant plants (Kpémoua et al., 1996; López et al., 2005 ). As an important tool for improving the study of the cassava-Xam pathosystem, the cassava genome sequence was recently released (http://www.phytozome.net, Prochnik et al., 2012). Also, the draft genome sequences of 65 Xam strains as well as the complete genome sequence of the reference Xam strain CIO151 were recently reported and are available (Bart et al., 2012; Arrieta et al., 2013), These important genomic resources will be crucial for the identification of key cassava and Xam genes determining resistance and susceptibility of cassava plants challenged with Xam.


  To phenotypically validate the function of putative cassava resistance genes, it is important to evaluate their effect on the growth of Xam populations in planta. Similarly, to evaluate the role played by Xam virulence/pathogenicity candidate genes, it is essential to evaluate the effect of the inactivation of these genes by following the growth of relevant mutant strains in susceptible cassava plants. Thus, the quantification of bacterial populations in planta is pivotal to demonstrate the function of plant and bacterial genes during infection, and complementary to the observation of macroscopic plant phenotypes. Traditionally, bacterial populations are quantified by evaluating a dilution series of infected plant tissues extracts plated on selective medium, but the inoculation methods vary depending on the studied pathosystem. The target tissues that are naturally colonized by the pathogen as well as the plant anatomy are key criteria to chose the most appropriate inoculation method (Meyer etal., 2005). For example, in the Arabidopsis-Pseudomonas syringae pathosystem depending on the inoculation method, resistance mechanisms may or may not be triggered (Melotto etal., 2006). In other pathosystems, such as in the interaction of Xanthomonas campestris pv. campestris with Arabidopsis, several inoculation methods are reported, but some are more prone to generate variability in plant responses and bacterial growth (Meyer et al., 2005). To tackle this problem, Meyer et al., (2005) reported on wound inoculation as the optimal method to avoid variability Interestingly, the function of the avirulence gene avrACXcc8004 in this pathosystem could only be evidenced upon puncturing but not by leaf infiltration, revealing that avrACXcc8004 is specifically recognized within vascular tissues (Xu et al., 2007). Hence, the method of inoculation plays an essential role in the study of a pathosystem of interest and it is, therefore essential to find what is the best one mimicking the pathogen infection under natural conditions.


  Wounding, syringe-infiltration and spray inoculation are a few of the most prevalent methods to inoculate bacteria. In tomato, Xanthomonasaxonopodis pv. vesicatoria, which colonizes the apoplast of the leaf mesophyl, is often inoculated by leaf infiltration (Kim et al., 2008). Xanthomonas oryzae pv. oryzae colonizes the vascular tissues of rice and the most common inoculation method for quantitative assessment is leaf-clipping, which consists in cutting leaf tips with scissors previously immersed in a bacterial suspension. In cassava, several methods of inoculation of Xam into the plant have been evaluated in material grown from stem cuttings or in vitro (Jorge and Verdier, 2002). These methods include clipping leaves with contaminated scissors (Lozano and Laberry, 1982), spraying foliage, depositing bacterial suspensions on mechanically generated leaf holes and stem puncturing (Restrepo et al., 2000b; Jorge and Verdier, 2002). Stem inoculation of plants grown in vitro was used to describe Xam colonization inside the plant through histological approaches (Kpémoua et al., 1996). Interestingly, this study reported the presence of Xam agglomerates randomly distributed along the tissues. This could explain why most of the methods employed to quantify bacteria in planta produce a high variability, thereby making them inadequate for resistance screening and loss of pathogenicity assays. Additionally, microarray studies demonstrated that cassava gene expression upon Xam infection is quite delayed as compared to other pathosystems (López et al., 2005). This is also correlated to the observation that primary symptoms appear only 8 days-post inoculation of 4-month old susceptible cassava plants with a virulent strain of Xam (López et al., 2005). At present, the reference method to evaluate cassava resistance is through area under the disease progress curve (AUDPC). However, this method is based on the visual inspection of disease intensity over time and does not measure bacterial populations in planta, which is particularly relevant considering the quantitative nature of the resistance to CBB (Jorge and Verdier, 2002).


  The aim of this work was to evaluate different inoculation methods relevant to the Xam-cassava pathosystem, quantifying bacterial growth and following up the symptomatic development in order to establish an accurate method with reduced variability. Hence, despite the observation of high variability in bacterial populations, we show that the most accurate evaluation method is by determining bacterial growth away from the site of inoculation point in the stem of cassava plants grown in greenhouse.


  MATERIAL AND METHODS


  Bacterial strains


  Xam strain CIO151 was streaked onto YPGA medium (5 % yeast extract, 5 % peptone, 5 % glucose and 15 % agar) and incubated at 28 °C during 48 hours. One colony was grown onto YPG medium and incubated at 28 °C for 18 h before inoculation. Liquid inoculums were calibrated at OD600nm= 0.002, corresponding to 106 colony forming units (CFU).


  Greenhouse plants assays


  Cassava varieties MCOL1522 and SG10735 were grown in greenhouse conditions (day/night temperature = 28/19ºC, 12h photoperiod, and 80 % relative humidity). Leaves of 8-weeks-old plants were used to test the puncturing and clipping inoculation methods. For puncturing, a sterile needle was used to make a the incision on the main nerve of the central lobe. Five microliters of calibrated inoculums (OD600nm=0.002) were placed on the puncture. For clipping, scissors were immersed in the inoculum solutions and a transversal section was made 1 cm. below the tip of the leaf. For both methods, the bacterial population was quantified at 0, 7, 14 and 21 days post inoculation (dpi). Depending on the experiment, different sections of stem or leaves were collected.


  For stem inoculation, eight week-old plants were used. Puncturing with a sterile toothpick was made on the third internode from the apical region. Ten microliters of calibrated inoculums were placed on the puncture. Different leaf or stem sections of were collected at 0, 7, 14 and 21 dpi, depending on the experiment.


  AUDPC


  Eight week-old cassava plants were inoculated in the stem with the strain CIO151. Plants were inoculated and evaluated at 0, 7, 14, 21 and 28 dpi following a severity scale 0-5 (Jorge et al., 2000) where 0- healthy plant, no reaction observed, 1- dark area or necrosis around the inoculation point; 2- gum exudates on the stem; 3- wilting of one or two leaves and exudates; 4- more than two leaves wilted and 5- complete wilting and dieback. Ten biological replicates were used for each variety AUDPC was calculated as described previously (Jorge et al., 2000).


  Quantification of bacterial population


  For every experiment, three technical repetitions from three distinct plants of each variety were used. Leaves and stem sections were collected, cleaned in 70 % ethanol and sterile water and disinfected with 2 % sodium hypochlorite and ground in sterile water. Serial dilutions were plated on YPGA medium and incubated at 28 °C. After 48 hours Xam colonies formed were counted. Non-inoculated plants were used as controls.


  All the assays were performed with three biological repetitions.


  Statistical analyses


  The statistical Wilcoxon test was used as a non-parametric test to compare related samples. For AUDPC, a t-test was employed. Data from three biological repetitions (consisting of three technical replicate) were generated to complete statistical analyses.


  RESULTS


  Susceptibility level


  In order to compare the susceptibility level of the two cassava varieties that were used in our study, we applied a qualitative standard method (AUDPC), to discriminate between resistant and susceptible, which relies on the use of a symptoms scale. Through this approach the phenotype of a given variety can be quantified in a rank from 0 to 122.5, 0 indicating the plant to be highly resistant and 122.5 highly susceptible (Jorge and Verdier, 2002). As a result of the analysis of three independent biological replicates, the obtained average AUDPC value were 13.8 and 55.5 for the varieties SG107-35 and MCOL1522, respectively (Fig. 1A and B, indicative of a significant difference in the susceptibility level of the two cassava varieties to Xam strain CIO151 (t-test with p-value=0.0474). Interestingly, symptoms observed in MCOL1522 appear earlier than in SG10735, where the plants remain healthy at 7 dpi and symptoms increase quickly between 14 and 21 dpi. More than one plant of COL1522 variety showed a symptom scale superior to 4, which is the criterion employed by Restrepo et al., (2000b) to be considered as susceptible. On the other hand, none SG107-35 plants showed this symptom scale and in consequence following the same criterion this variety is considered as resistant. Overall, these data demonstrate that MCOL1522 and SG10735 are useful varieties for our purpose to evaluate the sensitivity of different inoculation methods.
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  Leaf-clipping inoculation


  To establish a reliable method with reduced variability to quantify bacterial growth in cassava, we first evaluated leaf-clipping inoculation. As shown in Figure 2A, bacterial numbers at the inoculation point were similar in both cassava varieties MCOL1522 and SG10735, which is in opposition to what was expected from the AUDPC analysis. Inspection of bacterial growth at 2 cm. away from the inoculation point also showed a similar trend in both varieties (Fig. 2B), indicating that there is no differences in bacterial numbers.
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  Leaf puncturing inoculation


  Because Xam is a vascular pathogen, we next investigated the effect of puncturing the main vein of 8 week old cassava leaves. As shown in Fig. 3A, bacterial growth was monitored over time within a 5 mm2 leaf fragment comprising the inoculation point in the main vein. Again, measurements performed at 7, 14 and 21 days post-infection indicated that bacteria multiplied at similar level in both MCOL1522 and SG10735 varieties. Similarly, when bacterial numbers were monitored 2 cms away from the point of inoculation no difference could be observed between the two varieties (Fig. 3B). Hence, neither leaf-clipping nor leaf puncturing inoculation revealed differences in Xam growth within leaves of the two cassava varieties.
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  Stem inoculation


  Xam naturally colonizes cassava stems and techniques have been previously established to inoculate stems under laboratory conditions (Restrepo et al., 2000b; Jorge and Verdier, 2002). We therefore evaluated bacterial growth of Xam after stem puncture inoculation. In a first attempt, bacterial growth was monitored at 7, 14 and 21 dpi within a 3 cm long stem fragment including 1 cm below and 2 cm above the inoculation puncture, respectively. As shown in Fig. 4, bacterial number was similar to those observed upon leaf-clip inoculation with no differences observed among varieties. In a second attempt, the same puncture inoculation method was employed but bacterial multiplication was monitored within different stem fragments. Stem fragments of 1 cm-long were collected at the puncture of inoculation, at 2 cm and 6 cm above it. As shown in Fig. 5A and 5B, bacteria grew similarly in both varieties when measurements were performed from the inoculation site and 2 cm away from it. Interestingly, as shown in Fig. 5C, quantification of bacterial at 6 cm above the puncture of inoculation highlighted a 4-log difference at 21 dpi of Xam populations in variety MCOL1522 as compared to SG10735. These differences are significant (W-test at p-value=0.01945) and confirm the results obtained by AUDPC that differentiate between the two cassava varieties.


  [image: ]


  [image: ]


  DISCUSSION


  With the advent of cassava and Xam genome sequences it should be possible to identify resistance and pathogenicity candidate genes. The functional validation of both, bacterial and plant genes will require studying their phenotypes when these are overexpressed or mutated. To achieve this objective, a robust system of inoculation to observe the loss or gain on resistance to Xam is required. To establish a method for quantification of bacterial multiplication, we studied different methods previously reported in the literature for cassava and/or other pathosystems (Jorge and Verdier, 2002; Wydra et al., 2004; Meyer et al., 2005 Kim et al., 2008 ).


  Stem inoculation is a widely used method to evaluate the resistance/susceptibility of cassava plants and it represents the more natural way of Xam spread in the crop (Wydra et al., 2004). However few studies have quantified the bacteria present in these tissues and the only optimal way to do it is the qualitative AUDPC approach (Jorge and Verdier, 2002). In the present study, we observed quantitative differences in the bacterial numbers between the two varieties used in this study only by taking a portion of stem, 6 cm away from inoculation point. The results obtained with this method were comparable with the AUDPC results. Hence, we argue that the methodology presented here constitutes a sensitive method allowing detection of small resistance/susceptibility differences between varieties. Furthermore, this result suggests that Xam, as a vascular pathogen, moves preferentially across the stem and not as effectively on leaves, and supports the idea of non-regular bacterial aggregation across the tissue but only close to the inoculation point.


  Evaluation of symptoms in leaves, as it is established in several pathosystems, would be more economical and practical for testing phenotypes in cassava plants. Nevertheless, probably because of the high content of polysaccharides present in the cell wall of cassava leaves, methods such as infiltration are very difficult and variable between cassava varieties. To do an accurate bacterial quantification, leaf puncturing and leaf clipping methods were evaluated. The results obtained using these methods, resulted in high variability, and lead us to evaluate bacterial movement in plant tissues. Xam is a vascular pathogen that colonizes the xylem (Verdier, 2002). Therefore, the variability reported here, can be explained considering the possibility that the flow of water and other substances through the vascular vessels could increase bacterial mobility. In consequence, bacterial aggregation varies in space and time resulting in sampling variability. Thus, the quantification of the bacteria at distant sections from the inoculation point will be a stochastic phenomenon appropriate for Xam.


  Even if a high variability was observed, we did not observe any differences in the cassava varieties after using the inoculation methods on leaves, although by AUDPC, the traditional and standard method to evaluate resistance, the two varieties were different. Previous studies using other cassava varieties indicated that the cassava responses are similar in the resistant and susceptible varieties in particular in the mesophyll, despite not evaluating different regions of the plant or different times post inoculation.


  Despite of these facts, we could observed the bacterium was not able to grow in distant regions from the inoculation point in stem. Interestingly, it has been reported that leaf inoculation could be a useful method to evaluate mutant pathogenicity (Castiblanco et al., 2013). Nevertheless based on our results, we argue that this technique is not useful to evaluate resistant and susceptible cassava varieties. Consequently, the mobility assays could be important to compare the growth of pathogenic Xam strains in contrasting varieties. Recent PCR-based strategies have been developed to detect Xanthomonas in planta (Albuquerque et al., 2012; Lang et al., 2014). Further studies could be directed to quantify bacteria employing real time PCR.


  CONCLUSIONS


  In conclusion and taking together these results, we propose as a quantitative evaluation, complementary to AUDPC, to measure the bacterial growth taking 1 cm of tissue 6 cmaway from the stem inoculation point at 21 dpi.
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  ABSTRACT


  Sugarcane (Saccharum officinarum L.) production is influenced by various abiotic stresses, including salt stress. Salinity can induce oxidative stress, which in turn damages biomolecules and cellular structures. However, such damage can be avoided or minimized by the enzymatic and non-enzymatic defense systems of plants. The aim of the study was to determine the effect of exogenous proline on Na+ and K+ content and on the activity of catalase, ascorbate peroxidase and peroxidase in two sugarcane genotypes (RB931011 and RB872552) grown in vitro under salt stress. The plants were grown for 20 days with or without 100 mM NaCl and exposed to 20 mM proline for varying period of time. The data were subjected to ANOVA factorial (two genotypes and five treatments), and the mean values were compared by Tukey test at a 5 % probability. Under salinity stress, both genotypes exhibited membrane integrity reduction, reduced total soluble protein content and unaltered or increased endogenous proline content. Exogenous proline reduced Na+ accumulation in a manner proportional to the exposition period at the amino acid. In both genotypes, antioxidant enzymes activity increased with the addition of NaCl. In conclusion, RB931011 genotype showed higher proline accumulation and increased in activity of the antioxidant enzymes, indicating better salt stress tolerance than in RB872552 genotype.


  Keywords: antioxidant enzymes, oxidative stress, Saccharum officinarum L.

  


  RESUMEN


  La producción de caña de azúcar (Saccharum officinarum L.) está influenciada por varios factores abióticos desfavorables, como el estrés salino. La salinidad puede inducir el estrés oxidativo, que causa daño a las biomoléculas y a las estructuras celulares. Sin embargo, estos daños se puede evitar o minimizar por los sistemas de defensa enzimático y no enzimáticos de las plantas. El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la prolina exógena en el contenido de Na+ e K+, y la actividad de la catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa en dos genotipos de caña de azúcar (RB931011 y RB872552) cultivados in vitro bajo estrés salino. Las plantas se cultivaron durante 20 días en presencia o ausencia de NaCl 100 mM y expuestos a prolina 20 mM durante un periodo de tiempo variable. Los datos fueron sometidos a ANOVA factorial (dos genotipos y cinco tratamientos), y las medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5 % de probabilidad. Bajo estrés salino, ambos genotipos mostraron reducción en la integridad de la membrana, disminución de las proteínas solubles totales y el mantenimiento o incremento en el contenido de prolina endógena. La prolina exógena reduce la acumulación de Na+ en proporción al período de exposición al aminoácido. En ambos genotipos, la actividad de las enzimas antioxidantes se incrementó con la adición de NaCl. En conclusión, el genotipo RB931011 mostró mayor acumulación de prolina y un mayor aumento de la actividad de la catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa, lo que indica una mejor tolerancia al estrés salino en comparación con el genotipo RB872552.


  Palabras clave: enzimas antioxidantes, estrés oxidativo, Saccharum officinarum L.

  


  INTRODUCTION


  Sugarcane (Saccharum officinarum L.) is a major crop species in Brazil, largely reflecting the high sugar and ethanol production in the country (Dibax et al., 2013). Brazil is the largest sugarcane producer worldwide, with production of 589 million tons in the 2012/2013 harvest (CONAB, 2013). Sugarcane is traditionally cultivated in humid forest zones and in the northeastern shore region of Brazil, but the cultivation area has expanded into semi-arid regions.


  Irrigated agriculture in semi-arid zones frequently leads to soil salinity problems, and about half of the existing irrigation systems worldwide are affected by salinization. Salinity reduces plant growth due to its osmotic and ionic effects on the soil solution. These effects ultimately result from complex interactions among various morphological, physiological and biochemical processes (Munns et al., 2006), including inhibition of protein synthesis and changes in ion balance, water status, mineral nutrition, stomatal behavior and photosynthetic efficiency (Shaheen and Hood-Nowotny, 2005).


  Stress caused by NaCl excess induces metabolic changes in plants and initiates oxidative stress, characterized by the overproduction of reactive oxygen species (ROS), which are highly reactive and toxic and cause damage to proteins, lipids, carbohydrates and DNA. The ROS comprises both free radical (O2•-, superoxide radicals; OH•, hydroxyl radical and HO2•, perhydroxy radical) and non-radical (molecular) forms (H2O2, hydrogen peroxide and 1O2, singlet oxygen) (Gill and Tuteja, 2010). Stress-induced ROS accumulation is counteracted by the prevention or elimination of ROS formation and by ROS scavenging performed by both enzymatic (Silva et al., 2014) and non-enzymatic antioxidants (Keunen et al., 2013).


  Plant cells are protected from the toxic effects of ROS through the activity of antioxidant enzymes, such as catalase (CAT – EC 1.11.1.6), ascorbate peroxidase (APX – EC 1.11.1.11) and peroxidase (POD – EC 1.11.1.7), as well as by synthesis and accumulation of osmoprotectants such as proline (Pro) (Reddy, 2004; Gill and Tuteja, 2010). In fact, increased of exogenous proline may favor salt stress tolerance (Ashraf and Foolad, 2007). Pro has been proposed to act as an osmoprotectant, a protein stabilizer, a metal chelator, an inhibitor of lipid membrane peroxidation, maintaining the membrane integrity, and as a ROS scavenger (Trovato et al., 2008). Therefore, proline is not only an important redox signaling molecule, but also an effective quencher of ROS formed under salt stress conditions in plants (Ashraf and Foolad, 2007).


  The aim of the present study was to evaluate the effects of exogenous proline on Na+ and K+ content and on antioxidant enzyme activity in two sugarcane genotypes (RB931011 and RB872552) grown in vitro under salt stress conditions.


  MATERIALS AND METHODS


  The plants were provided by the Center for Strategic Technologies of the Northeast (CETENE). The genotypes evaluated were RB931011, which exhibits water stress tolerance, excellent performance in sandy soils and rapid vegetative growth, and RB872552, which exhibits high agricultural productivity and high sugar production (RIDESA, 2010).


  The MS medium (Murashige and Skoog, 1962) used for plant cultivation was supplemented with 30 g L-1 sucrose and 0.3 mg L-1 BAP (6-benzyl aminopurine). The pH was adjusted to 5.8, and the medium was autoclaved for 20 minutes at 120 °C. The two genotypes plants were grown in glass flasks containing 30 mL MS medium and incubated for eight weeks. The cultures were maintained in a growth chamber under white fluorescent light with a photon flux density of 50 µmol m-2 s-1, a 16/8 light/dark regime and a temperature of 25 ± 2 °C.


  Were established five treatments with varying stress conditions: T0 (control group), without NaCl and without proline; T1, plant immersion in 20 mM proline for 24 hours prior to culture in medium containing 100 mM NaCl; T2, plant immersion in 20 mM proline for 72 hours prior to culture in medium containing 100 mM NaCl; T3, culture in medium containing 100 mM NaCl; and T4, culture in medium containing 20 mM proline and 100 mM NaCl. The plants were subjected to these treatments for 20 days, then frozen with liquid nitrogen and stored at -20 °C until achievement the chemical and biochemical analysis.


  Membrane integrity was assessed by measuring electrolyte leakage using a conductivity meter (LFT 613T, Schott Geratie). Leaf segments were maintained in 30 mL distilled water in a test tube for 24 hours, prior to the first measurement of free conductivity (L1). The total conductivity was performed one hour later in test tubes that were immersed in a 100 °C water bath (L2). The percentage of membrane damage (PD) was estimated using the following equation: % PD = (L1/L2) x 100 (Costa et al., 2011).


  The total soluble proteins content (Bradford, 1976) and proline content (Bates et al., 1973) were quantified using a delta absorbance spectrophotometer, 595 and 520 nm, respectively. The Na+ and K+ ion contents were determined using a flame photometer (B462, Micronal) (Malavolta et al., 1997).


  The enzyme extract was prepared by homogenizing 0.1 g fresh matter in 4 mL 0.1 M sodium phosphate as buffer (pH 6.5) with 0.05 g polyvinylpyrrolidone (PVP). The homogenate was centrifuged at 10,000 x g at 4 °C for 10 minutes. The activity of the following antioxidant enzymes was measured: CAT (Berrs and Sizer, 1952), APX (Nakano and Asada, 1981) and POD (Kar and Mishra, 1976), using a delta absorbance spectrophotometer, 240, 290 and 470 nm, respectively.


  A completely randomized 2 x 5 factorial design was used for the experiment (two genotypes and five different treatments with or without NaCl and exposed to 20 mM proline for varying period of time). There were 20 replicates per treatment, with each replicate consisting of five plants per flask. The data were subjected to ANOVA, and the mean values were compared by Tukey test at a 5 % probability, using the ASSISTAT program.


  RESULTS


  Salt stress compromised membrane integrity in both genotypes (Fig. 1A). Furthermore, proline failed to minimize the membrane damage caused by NaCl, regardless of the method used for of this amino acid application. Salinity stress induced maximum injury percentages of 19 % in the RB872552 genotype and only 8 % in RB931011.


  [image: ]


  Adding proline to the culture medium increased the endogenous proline content by more than 10-fold in both genotypes (Fig. 1B). With the exception of plants immersed in Pro for 72 hours, RB872552 plants did not accumulate proline in response to the addition of NaCl to the culture medium. In contrast, RB931011 plants exhibited an increase in endogenous proline content under all salinity treatment conditions when compared to control (without Pro and NaCl). For both genotypes, the total soluble protein content was highest in plants cultivated without NaCl (Fig. 1C).


  Exogenous proline reduced Na+ accumulation in plants in a manner proportional to the exposition period at the amino acid. Plants subjected to NaCl stress without exogenous proline treatment exhibited the highest Na+ contents (Fig. 2A). In RB872552 and RB931011, Na+ content increased 4-fold and 3.5-fold, respectively, relative to the control. In both sugarcane genotypes analyzed in the present study, reduced K+ content was observed in plants subjected to salt stress relative to the control (Fig. 2B). The combination of increased Na+ and reduced K+ content drastically increased the Na+/K+ ratio (Fig. 2C).
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  The enzymatic activity of CAT, APX and POD increased in response to salinity stress. Although increased CAT activity was observed in both genotypes when NaCl was present in the culture medium, the increase was greater in the RB931011 genotype than in RB872552 (Fig. 3A). APX activity similarly increased in both genotypes when the plants were subjected to salt stress (Fig. 3B).
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  Regardless of the presence of proline, the addition of NaCl to the culture medium increased POD activity in the RB931011 genotype. In RB872552, however, higher levels of POD activity were observed even in the control plants, indicating that this genotype is characterized by constitutively high POD activity. POD activity in RB872552 were similar in the control, in plants subjected to NaCl treatment only and in plants pre-treated with proline for 72 hours (Fig. 3C).


  DISCUSSION


  Electrolyte leakage was found in both of the sugarcane genotypes analyzed, which indicates membrane integrity damage, this leakage has also been observed in wheat leaves subjected to salt stress (Mandhania et al., 2006). Leakage values reflect the ability of a membrane to take up and retain solutes and thus minimize changes in membrane potentials and membrane permeability (Liu et al., 2006). In fact, cellular membrane stability is widely used to differentiate between sensitive and tolerant genotypes (Asrar et al., 2012).


  Proline accumulation in response to salinity stress has been observed in several monocot species, such as sorghum (Lacerda et al., 2003), rice (Lima et al., 2004) and sugarcane (García and Medina, 2003). Specifically, sugarcane has been found to accumulate proline in leaves and roots when subjected to 100 mM NaCl treatment for 60 days (García and Medina, 2003). The proline content increase previously observed in RB855156 sugarcane leaf discs under osmotic stress appeared to correspond more to antioxidative defense than to osmotic adjustment mediation (Molinari et al., 2007). Pro has also been implicated in the maintenance of cytoplasmic pH, carbon and nitrogen storage, protein stabilization and ROS scavenging activity (Trovato et al., 2008).


  The decreased protein content in plants under salt stress may reflect the inhibition of protein synthesis, increased degradation or the inhibition of amino acid incorporation into proteins, resulting in the accumulation of free amino acids (Piza et al., 2003). Given that the protein content of RB931011 and RB872552 plants decreased while proline content increased or remained unchanged under salt stress conditions, one may conclude that part of the endogenous proline content was attributable to proteolysis or the inhibition of protein synthesis.


  As noted in this study, reduced Na+ absorption following Pro application has been reported in rice (Sobahan et al., 2009) and in tomato (Bruria, 2003). Thus, exogenous proline absorbed by plants may favor osmotic adjustment processes and lead to reduced inorganic ion accumulation (Bruria, 2003). K+ deficiency can induces metabolic damage. This ion is involved in the ion balances cytoplasm charges, its ability to activate vital enzymatic reactions further contributes to the maintenance of osmotic potential and turgor pressure in cells, and it is essential in protein synthesis (Tester and Davenport, 2003).


  Under salt stress, increased enzymatic activity of CAT, APX and POD were observed. These antioxidative enzymes have important roles in eliminating ROS, such as superoxide radicals (O2º-) and hydrogen peroxide (H2O2), which are products of NaCl-induced oxidative stress. ROS damages biomolecules, including DNA, photosynthetic pigments, lipids, proteins and carbohydrates, in a variety of ways (Gill and Tuteja, 2010). In turn, this damage induces several degenerative processes, such as membrane lipid peroxidation and programmed cellular death (Del Rio and Puppo, 2009). As such, increased antioxidative capacity is positively related to salt stress tolerance (Mandhania et al., 2006; Willadino et al., 2011).


  Higher CAT activity is frequently observed in salt-tolerant genotypes (Willadino et al., 2011). Furthermore, stress analyses have shown increased susceptibility of CAT-deficient plants to salt and ozone stress (Sharma et al., 2012). CAT has a very high turnover rate but a much lower affinity for H2O2 than APX. This low affinity for H2O2 suggests that CAT may be responsible for the removal of excess ROS generated under stress conditions (Mittler, 2002; Mhamdi et al., 2012).


  In general, large increases in APX activity are characteristic of plant varieties with increased NaCl tolerance (Mandhania et al., 2006, Willadino et al., 2011). The affinity of APX (μM range) for H2O2 (Sharma et al., 2012) suggests that APX may be responsible for the fine modulation of ROS for signaling (Mittler, 2002). APX is characterized by high ascorbate specificity and represents the enzyme for the elimination of H2O2 toxicity in the chloroplasts and cytosol of vegetal cells through the oxidation of ascorbate to monodehydroascorbate (Del Rio and Puppo, 2009).


  Increased POD activity was previously reported in a salt-tolerant wheat genotype under NaCl treatment at 50 mM and 100 mM (Khan and Panda, 2008). Similar results were observed in a salt-tolerant rice genotype treated with 50 mM, 100 mM and 150 mM NaCl (Mandhania et al., 2006). The increased activity of POD under salt stress conditions highlight the efficiency of the H2O2 removal mechanism, which promotes higher tolerance to NaCl-induced oxidative stress (Agarwal and Pandey, 2004).


  CONCLUSION


  In both of the sugarcane genotypes analyzed, exogenous proline reduced Na+ accumulation in a manner proportional to the exposition period at the amino acid. Under salt stress, both genotypes exhibited increased CAT, APX and POD activity. However, the increase in activity of the antioxidant enzymes was greater in the RB931011 genotype, which was also found to accumulate higher levels of proline than the RB872552 genotype. Taken together, the antioxidant activity profiles and the lower reduction in membrane integrity in RB931011 indicate a higher salinity tolerance in this genotype.
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  ABSTRACT


  The low availability of phosphorus (P) in the soil and the high cost of P fertilization are factors that limit agricultural productivity. A biotechnological alternative for to handle this problem is to use soil microorganisms capable of dissolving rock phosphate (RP), thus improving its effectiveness as a P fertilizer. This study was carried out with the objective of determining the effectiveness of Aspergillus niger –As-, Penicillium sp. –Pn-, Bacillus sp –B-. and an unidentified actinomycete –At- in the in vitro dissolution of two partially acidulated rock phosphates. The treatments consisted of 2x16 factorial arrangement [2 levels of RP: either Boyaca RP or Norte de Santander RP; 16 levels of inoculum: an uninoculated control, individual inoculations (with As, Pn, B, At), dual inoculations (AsPn, AsB, AsAt, PnB, PnAt, BAt), triple inoculations (AsPnB, AsPnAt, AsBAt, PnBAt), and quadruple inoculation (AsPnBAt)]. Each treatment was replicated three times. It was found that the microbial effectiveness in the in vitro dissolution of RP depended on the type of RP, the composition of the inoculum used and the interaction of both factors. The best results were obtained with the Norte de Santander RP and A. niger used alone. When this fungus combined with the other microorganisms, its capacity to dissolve RP was significantly reduced.
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  RESUMEN


  La baja disponibilidad de fósforo (P) en el suelo y el costo de la fertilización fosfórica son limitantes para la productividad agrícola. Una alternativa biotecnológica para manejar este problema es mediante el uso de microorganismos del suelo capaces de disolver rocas fosfóricas (RP) y así mejorar su efectividad como fertilizante fosfórico. Con este fin se realizó un ensayo para determinar la efectividad microbial en la disolución in vitro de dos RP (Norte de Santander y Boyacá) parcialmente aciduladas. Los tratamientos consistieron en un arreglo factorial 2x16 [2 niveles de RP: Boyacá o Norte de Santander; 16 niveles de inóculo: Un control no inoculado, inóculos individuales (Aspergillus niger –As-, Penicillium sp. –Pn-, Bacillus sp. –B-, y un actinomiceto no identificado –At-), inóculos dobles (AsPn, AsB, AsAt, PnB, PnAt, BAt), inóculos triples (AsPnB, AsPnAt, AsBAt, PnBAt), e inóculos cuádruples (AsPnBAt)]. Cada tratamiento tuvo tres replicas. La efectividad en la disolución in vitro de RP fue dependiente del tipo de RP, tipo de inóculo y la interacción de ambos factores, teniendo mejores resultados con la RP del Norte de Santander y A. niger sólo. Cuando este hongo se combinó con otros microorganismos su capacidad para disolver RP se redujo significativamente.
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  INTRODUCTION


  Phosphorus (P) deficiency in tropical soils is a factor that limits plant productivity (Oberson et al., 2006; Cramer, 2010). For this reason, it is necessary to apply high doses of soluble fertilizers to reach the necessary concentrations of P in the soil solution (Narsian and Patel, 2000; Vassilev et al., 2012). One problem of intensive agriculture is that the fertilizers applied are expensive and their efficiency is very low (Vassilev and Vassileva, 2003; Paiva-Coutinho et al., 2012), making it unsustainable. Because of this, there is a pressing need to identify sustainable alternatives that may allow for a more efficient use of P for cultivated plants (Consensus Statement Declaration, 2011). Rock phosphate (RP) is a locally available and cheap alternative, but its reactivity is low due to its slow dissolution and release of P (Yusdar et al., 2007; Hamdali et al., 2010). On the other hand, it is known that the dissolution of RP improves when microorganisms capable of dissolving it are added to the system. This is the case with phosphate solubilizing microorganisms (PSM) (Sahu and Jana, 2000; Whitelaw, 2000; Galindo et al., 2011; Paiva-Coutinho et al., 2012). There have been various reports on the dissolution of RP with individual inoculates (of just one species), but little is known about the effectiveness of microbial consortia (Xiao et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Saber et al., 2009; Singh and Reddy, 2011). Additionally, existing reports on the subject have focused on one particular type of RP, which has limited the results to very specific effects (Singh and Reddy, 2011; Habte and Osorio, 2012; Xuan Yu et al., 2012). Studies have also traditionally used non-acidulated RP, despite the fact that there are acidulated RPs available in the market whose solubility could potentially be further improved by inoculation with PSM.


  The hypothesis of this investigation is that the microbial effectiveness in the in vitro dissolution of RP is controlled by the type of RP, the combination of PSM used as inoculates, and the interaction of these two factors. Therefore, the objective of this study was to determine the microbial effectiveness in the in vitro dissolution of two partially acidulated RPs (Norte de Santander and Boyaca) when inoculated (individually and combined microorganisms) with Aspergillus niger, Penicillium sp., Bacillus sp., and an unidentified actinomycete.


  MATERIALS AND METHODS


  The PSM (Aspergillus niger -As-, Penicillium sp. -Pn-, Bacillus sp. -B-, and an unidentified actinomycete -At-) were obtained from the Laboratory at the Sobiotech S.A.S. (6°15´07´´ N 75°25´42´´ W, altitude 2117 m) (Guarne, Antioquia, Colombia). For this study, the microorganisms were multiplied separately for three days at 28 °C in Petri dishes using the medium YMA whose composition (g/L) was: yeast extract 4, malt extract 10, glucose 4, agar 20. The medium was autoclaved at 120°C, 0.1 MPa, and 15 min. The colonies were removed from the surface of the agar with a sterilized loop and suspended in sterilized, deionized water and maintained in the refrigerator at 4 °C for later use.


  Later, 1 mL of each suspension containing 106 colony forming units (CFU) per mL was aseptically transferred into 250 mL Erlenmeyer flask containing 75 mL of the selective medium, previously sterilized in an autoclave (120°C, 0.1 MPa, 15 min). The medium consisted of 10 g glucose, 1 g NH4NO3, 1 g NaCl, 0.2 g CaCl2.2H2O, 0.4 g MgSO4.7H2O and 3.5 g RP per liter (Osorio and Habte, 2001). The RP used came from commercial mines in the country, specifically in the departments of Norte de Santander and Boyaca. These rocks were partially acidulated prior to use with concentrated sulfuric acid in the industry (Hammond et al., 1980). After that, the RP were passed through a 250 µm sieve and kept in a 500 µm sieve. The RP´s had a P content of 12 %, and upon preparing an aqueous suspension of 10 % the concentration of soluble P was 1.74 and 1.45 mg L-1, respectively. The Erlenmeyer flasks were incubated at 28 °C in an orbital agitator at 100 rpm for seven days.


  After the incubation period, 50 mL of the suspension was centrifuged at 3220 x g for 15 minutes. The supernatant was filtered through Number 42 filter paper. The pH of the solution was measured directly with a selective H+ electrode. The concentration of P in the solution was determined using the molybdenum-blue method (Murphy and Riley, 1962). With the soluble P data obtained from this process, the RP dissolution effectiveness factor (RPDE) was calculated by dividing the concentration of soluble P by the quantity of total P in the RP and expressing this as a percentage [RPDE (%) = (soluble P/P in the RP) x 100].


  The biomass of the microorganisms inoculated was collected through centrifugation, washed with distilled water and dried in an oven at 70°C for 12 hours. Microbial growth was expressed as dry microbial material produced per Erlenmeyer and was determined as weight lost after incineration at 500°C for five hours. This method was selected in order to avoid overestimation of weight due to the adherence of the microorganisms to the RP (Reyes et al., 1999; Habte and Osorio 2012; Mendes et al., 2014).


  A completely randomized experimental design was employed, the treatments consisted of 2x16 factorial arrangement [two levels of RP: either Boyaca RP or Norte de Santander RP; 16 levels of inoculum: an uninoculated control, individual inoculations (with As, Pn, B, At), dual inoculations (AsPn, AsB, AsAt, PnB, PnAt, BAt), triple inoculations (AsPnB, AsPnAt, AsBAt, PnBAt), and quadruple inoculation (AsPnBAt)]. Each treatment was replicated three times.


  The data obtained was statistically analyzed using analysis of variance and the Duncan multiple range test to determine the separation of media. The level of significance (p) was ≤ 0.05. For all cases, the statistical analysis was performed using the statistical program Statgraphics Centurion XV (StatPoint, Inc., Herdon, Virginia, EE.UU.).


  RESULTS


  Microbial effectiveness in the in vitro dissolution of partially acidulated RP was affected by the treatment. The pH of the medium was significantly reduced (p<0.05) by both individual and combined inoculation (As: A. niger, At: actinomycete; B: Bacillus sp.; Pn: Penicillium sp.) (Fig. 1). The control treatment (uninoculated) had a pH of 5.09, which was significantly greater than the pH of all of the inoculated samples. Significantly lower pH values were obtained when the medium was inoculated with As alone (3.58) or in combination with other microorganisms (3.63 – 3.74). Inoculation with the Bacillus sp. (B) resulted in the highest pH value (4.53) of the inoculated treatments (Fig. 1). On the other hand, neither the type of RP nor the interaction of RP x microorganism significantly affected the pH of the medium.
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  The concentration of soluble P was significantly affected by the treatments (RP x inoculum). The concentration of P was significantly greater (p<0.05) when the Norte de Santander RP was used (P: 42.3 mg L-1) than with the Boyaca RP (P: 35.2 mg L-1) (Fig. 2), independent of the effect of inoculation with the microorganisms.
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  The concentration of soluble P (mg L-1) in the control treatment (uninoculated) was 17 mg L-1. After inoculation with A. niger alone (As), this significantly increased to 93.5 mg L-1, which represents a 5.5-fold increase. This was the highest value detected for this variable (Fig. 2). Inoculation with As in combination with the other microorganisms presented soluble P values that fluctuated between 39.5 and 76.5 mg L-1 (significant differences were found among these). These were significantly greater than the control, but lower than with inoculation with as alone. Inoculation with other microorganisms did not produce significant differences from the uninoculated control (Pn: 20.7 mg L-1, B: 12.8 mg L-1, At: 7.5 mg L-1). Combined inoculation with these last two microorganisms did not differ from the control either.


  In regards to the interaction of RP type and the type of microorganism(s) used as inoculates, there were significant differences found in the concentration of soluble P (mg L-1) in some cases. For example, with the Boyaca RP, the best results were obtained with the B, PnxB, and PnxAt inoculations. For the Norte de Santander RP, the best results were seen with Pn, AsxPn, AsxAt, AsxPnxB, AsxPnxAt, and AsxBxAt. With the rest of the inoculates, there were no significant differences according to the type of RP used (Fig. 2).


  Upon comparing the variables of soluble P concentration and the pH of the medium corresponding to each type of microorganism(s) used as inoculates, an inverse relationship was found between the variables. That is to say, at lower pH values, there was a greater concentration of soluble P. The lowest pH and the highest concentration of soluble P occurred when the medium was inoculated with just As. This was followed by the group of treatments that included As in the inoculation in combination with other microorganisms. Inoculation with the microorganisms Pn, B, At and combinations of the three did not show differences with the control in regards to the concentration of soluble P, despite a decrease in pH (∼4.0) (Fig. 3).
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  On the other hand, the microbial dry mass (mg) was significantly different depending on the type of RP used; a better result was obtained with the Boyaca RP (27.8 mg) than with the Norte de Santander RP (23.2 mg), independent of the type of microorganism used as an inoculate (Fig. 4).
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  The microbial dry mass was also affected by the type of microorganism applied to the medium. Upon examining the dry mass for each of the individual inoculates, the following order was found: As 36.1 mg > Pn 21.0 mg > At 14.7 mg > B 9.0 mg. In general, the treatments that included As in combination with other inoculates had a greater mass (25.3 – 38.3 mg), while the other combined treatments resulted in a smaller mass (Fig. 5). The results indicate that the interaction of type of RP with type of inoculate did not have a signficant effect on the variable of microbial dry mass.
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  DISCUSSION


  The results obtained allowed us to clearly demonstrate the hypothesis that microbial effectiveness in dissolving partially acidulated RP depends on the type of inoculate used, the type of RP and the interaction of both factors. The dissolution of RP by microorganisms through acidification has been well documented. This acidification is caused by the extrusion of protons associated with the assimilation of ammonium or the production of organic acids (Kang et al., 2008; Sharan et al., 2008; Ben Farhat et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Habte and Osorio 2012; Selvakujmar et al., 2013). Evidence of these mechanisms in the present study is seen in the decrease in pH from an initial value of 5.09 to 3.58 with the use of A. niger. In regards to this fungus, there are authors who speak of the production of organic acids, particularly citric, oxalic and gluconic acids, as its dissolution mechanism (Sperber, 1958; Illmer and Schinner, 1995; Reyes et al., 1999; Seshadri et al., 2004).


  Narsian and Patel (2000), Reddy et al., (2002), Barroso and Nahas (2005) and Mittal et al., (2008) reported that relative efficiency in the dissolution of RP depends on the type of RP and the type of microorganism, as well as the quantity and quality of the acid secreted into the medium. Chuang et al., (2007) report that, regarding A. niger, when Ca-P was used as the source of P, they detected gluconic acid; when the phosphoric source was Fe-P or Al-P, they detected oxalic acid. Goenadi et al., (2000) and Bojinova et al., (2008), meanwhile, detected principally citric acid, among other acids.


  When the RPDE of the individual inoculates was examined, the following order was found among the microorganisms evaluated: As 21.9 % > Pn 4.8 % > B 3.0 % > At 1.8 %. In the uninoculated control, the RPDE was 4.0 %. Based on this, it is worth highlighting the high effectiveness of A. niger in dissolving RP. These results corroborated those obtained by Achal et al., (2007) and Mittal et al., (2008), who found that Aspergillus spp. increased soluble P by dissolving tricalcium phosphate and RP (4.7 y 248 mg L-1, respectively). Similarly, Saber et al., (2009) reported that the maximum in vitro dissolution of RP was obtained with A. niger (67 mg L-1), followed by Penicillium spp. (46.2 mg L-1). In contrast, Jayasinghearachchi and Seneviratne (2006) found that Penicillium spp. produced significantly greater RP dissolution than Aspergillus spp., which does not agree with our results, likely due to differences in microbial species and laboratory conditions (shaking, type of RP, time of incubation, among others).


  On the other hand, Reyes et al., (1999) and Yadav and Tarafdar (2003) found a negative correlation between microbial dry mass and the concentration of soluble P obtained from the dissolution of RP. This coincides with the results obtained in the present study, since the RP with the greatest dissolution (Norte de Santander RP) generated a lower microbial dry mass than that found with the Boyaca RP. These authors suggest the presence of an H+ pumping mechanism in the dissolution of small quantities of RP, which allows for improved biomass development. They also suggest that the microbial isolates with a lower biomass can transfer carbon in order to produce a higher quantity and diversity of organic acids that dissolve more RP, which leads to a drainage of C and could explain the lower biomass (Mathews et al., 2000).


  It is clear that combining a microorganism that is efficient at dissolving RP, such as A. niger, with other less efficient or inefficient microorganisms (Pn, B and At) significantly reduces the microorganism's capacity to dissolve RP, with respect to its individual effect.


  It is possible that the lower concentration of soluble P is due to (i) competition for the C source (glucose) and other nutrients (p.e., Ca, Mg, Fe, etc.) and/or (ii) that the other microorganisms are consuming the P that has been released by A. niger. Regardless of what the reason is, it is evident that the potential use of these co-inoculations in the presence of cultivated plants is not ideal, given that they produce less soluble P. It is preferable to use the most efficient microorganism by itself. This result could be further investigated in the future in order to test this conclusion.


  The fact that the RP used in this study was acidulated is very important. The uninoculated controls presented soluble P values of 17 mg L-1, while in other studies using the same methods, the values have been ∼1 mg L-1 (Osorio and Habte, 2001). The acidulation of RP has been proposed as a way of improving the effectiveness of RP as a fertilizer (FAO, 2007). Our results suggest that the RP solubilizing microorganisms can further accelerate the dissolution of this material, thus improving its capacity to release P for cultivated plants. In the review performed of the relevant literature, and in other recent reviews (Daza, 2010; Londoño, 2010; Habte and Osorio, 2012), no reports were found that studied the microbial dissolution of previously acidulated RP; for this reason, we believe this is the first study performed.


  Future investigations should center on the current sustainability of agricultural systems, focusing particularly on the RPDE of A. niger under field conditions and in combination with viable, simple and easily applied biotechnological alternatives, such as micorrhyzal fungi that positively impact the interaction of plant and soil in different plant species.


  CONCLUSIONS


  The microbial effectiveness in dissolving partially acidulated RP depends on the type of inoculum used, the type of RP and the interaction between the two factors. In general, Aspergillus niger was more effective in dissolving partially acidulated RP. The coinoculation of A. niger and other microorganisms evaluated did not generate better benefits in dissolving partially acidulated RP. The use of phosphate solubilizing microorganisms can further accelerate the dissolution of partially acidulated RP.
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  RESUMEN


  Azadirachta indica, es una planta con múltiples aplicaciones tanto forestal como farmacológica. Por ende, el establecimiento del sistema de cultivo in vitro por embriogénesis somática ofrece diversas y variadas ventajas, tales como obtener plantas altamente productivas en metabolitos. En este estudio, se utilizaron secciones foliares y cotiledonares, inducidas en medios MS (1962) suplementados con: BAP sólo y combinado con ANA / 2,4-D, TDZ sólo y con ABA. La regeneración fue con MS sólo o con K + AIA y BAP + AIA. Como resultado se estableció un sistema eficiente con secciones de cotiledones, observándose organogénesis a bajas concentraciones de BAP, mientras a altos niveles de BAP (2,5 mg.L-1), así como con TDZ + ABA (0,02 + 1 mg.L-1) respectivamente favorecieron la embriogénesis somática primaria y secundaria en un 96 % y 71 % respectivamente. La regeneración fue 71 % con MS, mientras que el enraizamiento fue de 86,67 % con MS½, obteniéndose plantas completas a corto plazo.


  Palabras clave: 6-Bencil-aminopurina (BAP), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), embriogénesis somática, Neem, regeneración.

  


  ABSTRACT


  Azadirachta indica, is a plant with multiple forest and pharmacological application. Therefore, the establishment of in vitro culture system for somatic embryogenesis offers several distinct advantages such as obtaining highly productive plant metabolites. In this study, were used sections cotyledon and leaf, induced on MS medium (1962) supplemented with: BAP alone and combined with NAA / 2,4-D, TDZ alone and ABA. Regeneration was with MS alone or with K + BAP + IAA and IAA. As a result was established an efficient system with cotyledon sections, being observed organogenesis at low concentrations of BAP, while high levels of BAP (2.5 mg.L-1) with 96 % and TDZ + ABA (0.02 + 1 mg.L-1) with 71 %, favoring the primary and secondary somatic embryogenesis. Regeneration was 71 % with MS; rooting was 86.67 % with MS½, presenting whole plants obtained short term.


  Keywords: 6-Benzyl-aminopurine (BAP), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Neem, regeneration, somatic embryogenesis.

  


  INTRODUCCIÓN


  El Neem (Azadirachta indica A. Juss) es un árbol que pertenece a la familia Meliaceae Juss.; tiene su origen en la India y actualmente se distribuye en diferentes regiones de Asia y Oceanía (principalmente Australia), e introducido en América, particularmente en el Caribe (Luz, 2001). Está caracterizado por ser siempre verde, de crecimiento rápido, de copa densa y ovalada, que suele estar entre los 10 y 15 m de altura, tallo leñoso, moderadamente delgado, con corteza fuerte. Las raíces son del tipo penetrantes y extensas. Las hojas son compuestas y pinnadas, mientras que las inflorescencias son panículas ramificadas y axilares, de flores pequeñas con colores amarillo-crema; los frutos son drupas de color verde a amarrillo (Parrotta y Chaturvedi, 1994; Luz, 2001). Esta planta es reconocida por sus múltiples propósitos, tales como el reverdecimiento urbano o reforestación de áreas devastadas, en la agricultura por su aplicación en extractos fungicidas e insecticidas, en la producción de leña, así como, en la medicina debido a que sus extractos tienen actividad bactericida, antiviral y fungicida; esto se corrobora ya que se ha empleado como una medicina tradicional (Allan et al., 1999).


  Por otra parte, esta especie también presenta una gran producción de metabolitos secundarios del tipo defensivos, ya que existen muchos patógenos que son afectados por estos compuestos activos (Badu et al., 2006). Sin embargo, no son del tipo tóxico, el principio activo más importante contra insectos es el triterpenoide "azadiractina" el cual no puede ser sintetizado químicamente, y se encuentra principalmente en las semillas en un intervalo de concentraciones de 50 a 4000 mg.L-1 (Isman et al., 1990). Por lo antes descrito, el Neem es una fuente importante de productos naturales, usados como farmacéuticos, agroquímicos, ingredientes saborizantes, fragancias y cosméticos (Tripathi y Tripathi, 2003; Morgan, 2009).


  En Venezuela es utilizado como planta ornamental en áreas verdes y plazas, como repelente de plagas y como alimento para el ganado. En el área medicinal se emplea como un antibiótico natural por su actividad antimicrobiana, antifúngica y antiviral (Atawodi y Atawodi, 2009). Asimismo, se ha demostrado que se puede controlar el desarrollo de nemátodos gastrointestinales en bovinos utilizando extractos de semilla o foliares (Pietrosemoli et al., 1999; Salazar y Pariacote, 2004). Desde el punto de vista agrícola se ha empleado para reducir los daños por alimentación causados a los cultivos de arroz en Guayana por el insecto Oebacillus poecillus, retrasar exitosamente el trazador del tomate Liriomyza sativae (Sutherland et al., 2002), cohibir significativamente el desarrollo larval de especies del género Spodoptera (Meisner et al., 1981; Tafur et al., 2007), además de inhibir pronunciadamente el crecimiento micelial y el número de esclerocios de Thielaviopsis basicola (Alcalá et al., 2005). También se ha demostrado que el extracto de semillas inhibe la actividad de la levadura Candida krusei y las bacterias E. coli, Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus (Gualteri et al., 2004).


  Convencionalmente, el Neem es propagado por semillas, inmediatamente luego de ser cosechadas ya que son recalcitrantes y no soportan bajas temperaturas; además, las semillas presentan como principal desventaja la heterogeneidad genética producto de la polinización cruzada (Parrotta y Chaturvedi, 1994; Kundu, 1999). Los métodos de propagación in vitro permitirían minimizar estas desventajas pudiéndose regenerar plantas libres de patógenos y cuyas características no varíen con la fertilización, obteniendo líneas celulares clonales; asimismo, en este sentido, existen reportes de regeneración in vitro de Neem para proliferación de plantas a partir de plántulas derivadas de semillas germinadas (Murthy y Saxena, 1998), de semillas (Wewetzer, 1998), anteras (Gautham et al., 1993), brotes axilares (Sharry et al., 2006), endospermo (Thomas y Chaturvedi, 2008) y embriones cigóticos, siendo estos últimos los de mayor potencial regenerativo (Chaturvedi et al., 2004; Rout, 2005). Asimismo, se ha logrado mantener la integridad genética y viabilidad celular regenerando plantas completas a través de la criopreservación de embriones somáticos de Melia azedarach (Scocchi et al., 2007).


  Finalmente en este orden de ideas, el establecimiento de un sistema eficiente de regeneración por cultivo de tejidos en el mundo y en particular en Venezuela, sería un paso importante para futuras investigaciones, en la obtención de nuevos cultivares, así como la optimización de los sistemas de producción de metabolitos secundarios de los mismos, minimizando la cantidad de material vegetal que es utilizada por métodos convencionales hasta ahora (Akula et al., 2003).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Se utilizaron como explantes secciones foliares sin nervaduras y cotiledones de plantas de A. indica (Neem) de 1 a 2 m de altura, ubicadas en el Campus de la Universidad de Carabobo. La desinfección se realizó primero con un lavado con jabón líquido comercial (Dodecilbencensulfonato de sodio, Brisol, Colgate-Palmolive C.A.) y agua destilada estéril, luego con alcohol isopropílico (70 % v/v por 30 s), seguido de Cloro comercial (3,5% de hipoclorito de sodio) diluido 1/10, más Tween® 20 (1 gota.10mL-1), después se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril. Para las secciones foliares, el último lavado fue con cisteína-L 1 % p/v (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se sembraron in vitro, en diferentes medios de cultivo, 20 réplicas por tratamiento (tres secciones de folíolos y cuatro secciones de cotiledones de 4 mm2) por placa de Petri (100 mm x 15 mm) con 30 mL de medio de cultivo).


  El medio de cultivo básico fueron las sales de Murashige y Skoog (1962) (MS), suplementado con tiamina-HCl 1 mg.L-1 (Sigma-Aldrich), mio-inositol 10 mg.L-1 (Sigma-Aldrich) y glicina 2 mg.L-1 (Sigma-Aldrich), según Zhuang y Jia (1983), como fuente de carbono se empleó sacarosa al 2 % p/v (Wako) en la inducción y 3 % en la regeneración, el agente solidificante fue Agar Powder 1,1 % p/v (Wako) y como anti-oxidante cisteína-L a 100 mg.L-1 (Sigma-Aldrich). Todos los medios se ajustaron a 5,8 de pH y se esterilizaron a 121 °C, 15 Lb pulgada-2 por 15 min (Autoclave Yamato SM510).


  En la primera etapa se indujo la formación de callos sembrando los explantes al envés utilizando medios con diferentes reguladores de crecimiento. Para secciones foliares se usó: Bencil-aminopurina "BAP" (0,10; 0,20; 0,50; 1,0; 5,0 y 10 mg.L-1), 2,4-diclorofenoxi-acético "2,4-D" (0,05 y 0,10 mg.L-1), así como las combinaciones de estas con 6-furfuril amino purina "Cinetina o K" (0,10mg.L-1). Para segmentos cotiledonares, fueron BAP (1,0; 2,0 y 2,50 mg.L-1) o Tidiazuron "TDZ" (0,02 y 0,10 mg.L-1) sólo, y las combinaciones de BAP (1,0 mg.L-1) con Ácido naftalenacético "ANA" (0,50 mg.L-1), TDZ (0,02 y 0,10 mg.L-1) con Ácido abscísico "ABA" (0,10 y 0,50 mg.L-1) (Sigma-Aldrich). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura entre 24 y 28 °C, 40 % a 60 % de humedad y en oscuridad continúa por un mes.


  Para la regeneración de los callos embriogénicos, se utilizaron envases de vidrio cilíndricos de 40 mm x 50 mm x 80 mm, con 20 mL de medio. Los medios fueron los siguientes: MS sólo (R0), BAP 1,0 mg.L-1 + Ácido indolacético "AIA" 0,50 mg.L-1 (R1) y Cinetina 2,0 mg.L-1 + AIA 0,50 mg.L-1 (R2). Luego se enraizó con el medio MS básico diluido a la mitad (MS½). Los callos fueron incubados bajo un fotoperíodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a una temperatura de 28 a 30 ºC. Para la aclimatación se probaron dos sistemas en vermiculita con ANA (0,05 mg.L-1), la primera con agua estéril y la segunda con la solución nutritiva WMP, constituida por: KNO3 (50 mg.L-1) + Ca(NO3)2 (25 mg.L-1) + KH2PO4 (200 mg.L-1) + NaH2PO4 (50 mg.L-1) + MgSO4 (10 mg.L-1) (McCown y Lloyd, 1981).


  Durante el proceso embriogénico se calculó la frecuencia de inducción empleando las fórmulas planteadas por Zaidi et al., (2006) para callos totales (Ct: número de callos / número de Explates x 100), callos embriogénicos (CE: número de callos embriogénicos/ número de explantes x 100) y embriones somáticos secundarios (Ess: número de embriones somáticos secundarios / número de Embriones x 100). También, se midió la frecuencia de embriones somáticos primarios regenerados (Egr: número de Embriones somáticos primarios regenerados/ número de explantes x 100) y de brotes (Br: número de brotes / explantes x 100). Finalmente, se utilizó un Análisis de Varianza y la prueba a posteriori de Duncan en la evaluación de la diferencia del efecto de los distintos medios (p = 0,05) mediante el programa Statistica 6.0 de StatSoft C.A.


  RESULTADOS


  En este trabajo se evaluaron en la etapa de inducción, diez medios para secciones foliares (Tabla 1) y ocho para secciones cotiledonares (Tabla 2). Se observó la inducción de sólo callo no embriogénico (NE) en foliolos (Tabla 1), mientras que en cotiledones se formó este tipo de callo, así como el rizogénico (R), caulogénico o con brotes (Br) y el embriogénico (E) (Tabla 2), respuesta fundamentalmente influenciada por la presencia de BAP sola o combinada con otras citocininas o con auxinas.
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  En folíolos, se indujo callo en todos los medios, encontrándose una mayor frecuencia callogénica total y por tiempo prolongado en medios con la combinación de citocininas y auxinas (F6-F10), encontrándose sólo diferencias significativas en F8 y F9. Mientras que empleando medios con un solo regulador de crecimiento (F1-F4) la frecuencia de callogénesis total fue menor y a un corto plazo (15 a 30 días), necrosándose rápidamente, excepto a la menor concentración de 2,4-D (F5), que se encontró una frecuencia callogénica total de 76 callos a los 41 a 51 días. Por otra parte, la formación de callo no embriogénico fue variable, siendo mayor (76 %) en F10, un medio suplementado adicionalmente con cinetina.


  Al realizar los análisis estadísticos, se evidenciaron diferencias significativas en cuanto a la formación de callos NE de apariencia granular o de tipo gelatinosa, con necrosis (N), con respecto a la composición de reguladores de crecimiento vegetal de los medios, particularmente con las combinaciones de BAP con 2,4-D (F6 y F10), mientras que en medios suplementados con BAP solo (F1-F3) o con 2,4-D solo (F4-F5), no se evidenció una diferencia significativa en el número de callos observado, aunado al hecho que fueron los medios donde menor frecuencia de inducción de callo se obtuvo, evidenciando que en secciones foliares con BAP o 2,4-D solo a las concentraciones ensayadas no son adecuadas para el establecimiento de un sistema de regeneración in vitro.


  Por otro lado, al estudiar la relación del tiempo (días) de crecimiento de los callos y en cada medio de cultivo, se observó una tendencia significativa con F8 y F9, lo cual permite conjeturar que las bajas frecuencias inductivas pueden estar influenciadas por factores tales como la manipulación o edad de las plantas.


  A diferencia de los folíolos en los segmentos cotiledonares las frecuencias de inducción obtenidas fueron considerables, como se muestra en la Tabla 2, evidenciándose tanto organogénesis como embriogénesis somática indirecta. Se desarrolló callo total (60–80 %) en todos los medios probados, encontrándose una frecuencia de callo no embriogénico entre 57 % y 80 %, mientras que fue baja o nula la de callo rizogénico y caulogénico a excepción de C5 (33 %) para el primero y C1 (74 %) y C2 (37 %) para el segundo, todos con bajos niveles de citocininas. Por otra parte, el desarrollo de callo embriogénico con embriones somáticos primarios se encontró en medios con BAP sola o combinada con ANA y en medios con TDZ con ABA, siendo mayor la frecuencia con 2,5 mg.L-1 de BAP (C3) y con TDZ 0,02 mg.L-1 y 1,0 mg.L-1 ABA (C8) con un 77 % y 57 % respectivamente, siendo a su vez en estos únicos medios donde se evidenció la diferenciación de embriones somáticos secundarios (ESS = C3: 43 % y C8: 33 %), y con ello una mayor frecuencia de embriones somáticos germinados (Egr) en plántulas completas. También se reveló que existen diferencias significativas entre los medios tanto para la embriogénesis somática primaria como secundaria, con respecto al medio C3 y C8, pero no entre ellos dos, por lo cual cualquiera de ellos sería efectivo en la inducción de los procesos ya mencionados.


  Con respecto al proceso regenerativo en segmentos cotiledonares, se observaron cambios en dichos explantes luego de 15 días de iniciado el cultivo, se desarrolló un callo en la superficie de las zonas de corte de la cara abaxial de los segmentos del cotiledón. El callo formado fue de dos tipos: uno no embriogénico (NE), similar al de secciones foliares y otro embriogénico (E) (Fig. 1A). Este último anatómicamente se caracterizó por presentar células pequeñas de forma isodiamétrica de paredes gruesas, distribuidas uniformemente en una masa pro embriogénica, las cuales se diferenciaron en embriones somáticos, gracias a la exposición de los explantes a medios enriquecidos con citocininas, como se puede observar en la Fig. 1B. Los embriones somáticos primarios poseían una superficie lisa y brillante, de color amarillo y verde a los 15 y 30 días respectivamente, aislados o conformando agregados, donde se detalló la aglomeración de embriones somáticos de diferentes estadios (globular, corazón y torpedo), o en etapa de germinación, notándose el inicio del desarrollo del vástago. Posteriormente en algunos casos, este primer embrión se tornó de una coloración verde a marrón indicando su maduración (Fig. 1C).
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  Para la germinación de los embriones somáticos y posterior diferenciación de plantas completas, la frecuencia regenerativa de estas varió de acuerdo a la composición del medio de cultivo. De la germinación de los embriones somáticos o del desarrollo de los brotes (Fig. 1C y 1D), se derivan las plantas regeneradas (Fig. 1F), ya sea por embriogénesis somática o por organogénesis, no obstante, estudios anatómicos indicaron la diferenciación de plantas a través del primer proceso indicado, las cuales son producto del sub-cultivo en medios de regeneración (Fig. 1F), hasta que alcanzan la elongación adecuada, sin llegar a formar raíces, ya que, esto representaría una fase adicional de enraizamiento (Fig. 1G), seguida de la aclimatación (Fig. 1H). Estas fases son generalmente esenciales en sistemas de cultivo in vitro de especies forestales.


  Los resultados en la Figura 2, indican que los medios R0 y R2 fueron los adecuados para diferenciación de plantas, ya que se obtuvo 71 % y 69 % de regenerantes respectivamente, a diferencia de R1 que obtuvo un 55 %, debido a la alta necrosis de los embriones somáticos. Por lo general, los callos de capacidad regenerativa tales como los embriogénicos, presentan gran producción de compuestos polifenólicos, así como gases (etileno), lo cual inicialmente favorece la diferenciación de los embriones somáticos, sin embargo, al acumularse en el medio de cultivo se hace tóxico a las células, cambiando el color de los callos, disminuyendo su tasa de crecimiento y determinando al final la necrosis de los mismos. Es por ello que en las fases de la regeneración y de enraizamiento, se repicaron a medio fresco los embriones, permitiendo el intercambio gaseoso.
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  En la Figura 3 se presenta gráficamente un resumen de los pasos y tiempos del sistema de regeneración por embriogénesis somática, establecido en este trabajo, la cual se estimó en un total de 16 semanas. Los embriones somáticos inducidos en cinco semanas (Fig. 3A), germinando a las seis semanas con un fotoperíodo 16 h luz / 8 h oscuridad (Fig. 3B), diferenciándose en una planta con hojas de un color verde intenso a las diez semanas (Fig. 3C) y con raíces a las 16 semanas, lista para el proceso de aclimatación (Fig. 3D). En medio de enraizamiento con MS½, el 86,67 % de las plantas regeneradas de embriones, desarrollaron una a tres raíces largas con abundantes pelos radicales, en un período de 15 a 20 días en cultivo.
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  Posteriormente las vitro plantas se aclimataron con una mezcla de vermiculita y fueron regadas con dos soluciones prueba: una de aclimatación y otra con agua común esterilizada, ambas con ANA 0,05 mg.L-1, encontrándose una planta aclimatada con agua estéril obtenida de la red pública + ANA, a los 30 días.


  DISCUSIÓN


  Los resultados encontrados en este trabajo indican una respuesta diferencial en cuanto a la formación de callo y la diferenciación de embriones somáticos, en función del tipo de explante y de los reguladores de crecimiento (concentración y combinación), tal como lo señalan Capote y Estrada (2001), Ranjan (2005) en Azadiractha indica y Vila et al., (2009) en Melia azedarach.


  En el sistema de regeneración en especies de la familia Meliaceae, por organogénesis vía indirecta se han utilizado explantes de origen foliar, obteniéndose múltiples brotes y por ende plantas completas, empleando medios con solo citocininas: BAP a 1 mg.L-1 en Melia azedarach (Vila et al., 2003; Vila et al., 2004), 0,1 mg.L-1 de TDZ en Toona ciliata (Daquinta et al., 2005), así como en la familia Actinidiaceae con Actinidia deliciosa al emplear 0,5 mg.L-1 de TDZ (Popielarska et al., 2006). Mientras que por embriogénesis somática se ha utilizado con hojas, solo citocininas, diferenciándose embriones somáticos primarios y secundarios empleando 1 mg.L-1 BAP, o combinándose con auxinas u otras citocininas en Azadirachta indica (Chaturvedi et al., 2004; Kota et al., 2006) y Azadirachta excelsa (Te-Chato et al., 2000; Morimoto et al., 2006). Por otra parte, Shekhawat et al. (2009), en Azadirachta indica señalan que el desarrollo del callo embriogénico en hojas puede ser difícil cuando hay combinaciones de auxinas como 2,4-D o AIA con citocininas como el BAP, demostrando que al tener concentraciones altas de ambos reguladores de crecimiento, la frecuencia de formación de este tipo de callo se ve mermada, tal como se observó en nuestros resultados. Otros autores indican que el empleo de bajas concentraciones de auxinas como reguladores de crecimiento promueve procesos de formación de callos regenerativos de tipo organogénicos, con desarrollo de raíces y que altas concentraciones de estos reguladores, promueven la formación de callo no regenerativo, tal como se indicó en Azadirachta indica (Wen Su et al., 1997; Kota et al., 2006; Das, 2011) y Melia azedarach (Sharry y Texeira, 2006). Sin embargo, combinando 4 mg.L-1 de AIB (ácido indol-3-butírico) y 1 mg.L-1 de BAP se favorece tanto la organogénesis como la embriogénesis somática en tejido foliar de Azadiractha excelsa, incrementándose la regeneración de solo brotes al aumentar a 2 mg.L-1 de BAP (Giagnacovo et al., 2001).


  Los callos producidos no llegaron a diferenciarse en brotes o embriones somáticos, únicamente raíces (denotado por el tejido vascular, conformado por vasos xilemáticos de engrosamientos reticulares y con abundantes pelos radiculares), lo cual puede atribuirse esencialmente al balance auxina/citocinina exógeno en el medio o endógeno del explante. En este sentido, Kota et al., (2006) indican que las auxinas como el ácido naftalen-acético (ANA) desempeñan un rol importante en la formación de callos en alta frecuencia, pudiendo observarse el fenómeno de diferenciación en brotes o raíces, dependiendo de la concentración de la auxina en el medio y su combinación con una citocinina como la cinetina. Sin embargo, muchos investigadores que han trabajado en forestales de la familia Meliaceae señalan el efecto inductivo embriogénico de BAP solo o combinado con otras auxinas o citocininas (Te-chato y Rungnoi, 2000).


  El nivel de necrosis presenciado, probablemente fue causado por una elevada fenolización de los explantes, esto puede estar influenciado por la exposición de las plantas donantes, a factores ambientales o contaminantes (abióticos o bióticos). Esta respuesta in vitro se dio en Neem, a pesar que esta planta es reconocida por su vigoroso crecimiento bajo condiciones adversas del suelo y clima (Luz, 2001). La inexistente respuesta de embriogénesis en secciones de folíolos, se puede deber a la alta diferenciación celular alcanzada y a la recalcitrancia que generalmente poseen los tejidos vegetales de las especies forestales a la regeneración. Adicionalmente, la presencia del raquis y la nervadura central en el folíolo, al presentar tejido vascular favorece la organogénesis en algunas especies forestales (Vila et al., 2004), debido al transporte de hormonas endógenas a través de estos tejidos conductores (Pastelín et al., 2008).


  Por otra parte, fundamentado a este hecho, los investigadores que han trabajado con especies de este grupo de plantas, plantean en la mayoría de los casos que la embriogénesis somática en las mismas se logra a partir de determinadas células pro-embriogénicas, sin la presencia de una auxina en el medio de cultivo, tal como el 2.4-D, a diferencia de Deb (2001) en Melia azederach, que logra la diferenciación de embriones somáticos (95 %) y conversión de plantas completas (90,5 %) a partir de secciones cotiledonares en medios con solo auxinas (3 mg.L-1 de 2,4-D más 3 mg.L-1 de ANA). Por lo tanto, en general en Neem se logra el desarrollo de embriones somáticos primarios con solo citocinina como BAP a 1 mg.L-1 (Chaturvedi et al., 2004), a diferencia de Su et al., (1997) que induce embriones somáticos en cotiledones utilizando 0,5 mg.L-1 de ANA y 1 mg.L-1 de BAP, sin embargo, en nuestros resultados a bajas concentraciones de BAP, se potenció la organogénesis indirecta en detrimento de la embriogénesis somática, siendo necesario emplear mayores concentraciones de citocinina. También el desarrollo de embriones somáticos primarios se puede lograr combinando otra citocinina: TDZ con ABA, obteniendo así resultados similares a los reportados por Singh y Chaturvedi (2009), donde obtienen una frecuencia máxima de embriones somáticos primarios del 76 %.


  En este sentido en Neem, Chaturvedi et al., (2004) reportaron que al emplear en el medio con 0,22 mg.L-1 de BAP + 0,08 mg.L-1 de AIA, 14 embriones secundarios por embrión primario, los cuales se formaron de callos de color marrón en dos semanas. Dichos resultados difieren de los nuestros, ya que en este trabajo se observó dicha vía regenerativa con una mayor concentración de BAP solo o con la combinación de otra citocinina (TDZ) con ABA, concordando ésta última con los resultados descritos por Singh y Chaturvedi (2009). En este sentido, se favorece la diferenciación de embriones somáticos en medios enriquecidos con citocininas como BAP o TDZ, ya sea de una masa pro embriogénica de A. indica (Shrikhande et al., 1993; Chaturvedi et al., 2003; Thomas y Chaturdevi, 2008) o directamente del explante en Melia azedarach (Vila et al., 2003) y Melia volkensii (Mulanda et al., 2014).


  En este orden de ideas, Skoog y Miller (1957) plantean que el mecanismo desencadenante de los procesos morfogénicos esta mediado por la dinámica interacción de reguladores de crecimiento, en particular entre auxinas y citocininas en la expresión de la embriogénesis somática, tal como lo indica Jiménez (2005), variando el grado de competencia embriogénica en función del nivel endógeno de las mismas en relación al tejido y genotipo de la especie vegetal en estudio. Así Visser et al., (1992) señalan en secciones de hipocótilo de Pelargonium, que la acción exógena de citocininas como el TDZ potencia la síntesis y subsecuente acción del mejor balance de auxinas/citocininas a nivel endógeno, que favorezca de manera óptima la inducción de la embriogénesis somática. Asimismo, en el cultivo líquido de callo de Coffea arabica sometidos a pulsos (24–48 horas) de BAP, se induce significativamente la diferenciación de embriones somáticos, debido a las propiedades de este regulador de crecimiento a minimizar la liberación de especies reactivas de oxigeno (ROS) que son altamente toxicas al proceso morfogénico como lo es la embriogénesis somática, ya que éstas están relacionadas a la activación de mecanismos apostóticos celulares, esto también ha sido reportado en caña de azúcar por Medeiros De Araújo Silva et al., (2014).


  Entre las diversas familias vegetales leñosas, la Meliaceae, presenta recalcitrancia al proceso regenerativo in vitro, específicamente en el desarrollo de callos embriogénicos, ya que normalmente, por la naturaleza de los tejidos y la condición genética de los mismos, se produce en mayor frecuencia la formación de callos organogénicos (raíces y hojas), a través de los cuales se dificulta la regeneración de plantas completas, sin embargo, se ha encontrado que en tejidos como el cotiledón, con abundante sustancias de reserva, se puede obtener callo regenerativo de tipo embriogénico y a partir de éste inducir la formación de embriones somáticos, a través de los cuales es posible la regeneración de plantas completas, lo que concuerda con el proceso establecido en este trabajo (Chaturvedi et al., 2003; Gairi y Rashid, 2004; Gairi y Rashid, 2005; Thomas y Chaturvedi, 2008; Srivastava et al., 2009). Por otra parte, Goralski et al., (2005) y Ranjan (2005) mencionan en A. indica, que una de las vías seguidas por este tipo de explante es la embriogénesis somática indirecta, evidenciando la formación de embriones sobre el callo regenerativo de tipo embriogénico, como se encontró en esta investigación, no obstante en otras meliáceas como Melia azedarach (Vila et al., 2003) y Melia volkensii (Mulanda et al., 2014), la diferenciación de los embriones somáticos se presenta directamente del tejido embriogénico cigótico inmaduro y cotiledonar respectivamente.


  La diferenciación de embriones somáticos tanto primarios como secundarios se evidenció de forma continua y asincrónica, ya que se observaron embriones en diversas etapas de desarrollo, coincidiendo esto con lo descrito por Shrikhande et al., (1993) y Murthy and Saxena (1998) en A. indica, Vila et al., (2009) en Cedrela fissilis y Yang et al., (2012) en Sorbus pohuashanensis. A diferencia de los embriones somáticos primarios, los secundarios se originan directamente de las células epidérmicas y sub-epidérmicas de la zona hipocotilar de los embriones somáticos primarios, tal como se describió en C. arabica, por parte de Fernández et al., (2005), así como en un bajo porcentaje se diferencian del polo radicular, tal como se señaló en Melia azedarach (Scocchi et al., 2007). Pero en este trabajo se logró inclusive observar la ciclación ininterrumpida de la embriogénesis somática debido a su exposición consecutiva a reguladores de crecimiento, esto fue evidenciado a través de la formación de embriones somáticos primarios hasta terciarios, aspecto también indicado por Raemakers et al., (1995). Los embriones siguieron desarrollándose de manera repetitiva apareciendo hasta las 8 semanas, verificando el hecho que al aumentar el período de incubación se incrementa la respuesta embriogénica.


  También, se ha reportado que A. indica es una de las especies que puede poseer una concentración relativamente elevada de auxinas. Cuando el nivel de auxinas en el medio de cultivo baja más de cierto umbral, las células embriogénicas empiezan un proceso de histodiferenciación, impidiendo la adquisición de simetría bilateral y el desarrollo del meristemo apical, tal como lo indica Parrott (2002).


  Durante la regeneración de callos embriogénicos, Shrikhande et al., (1993) concluyeron que la alta concentración de carbono afecta el desarrollo de este proceso, por lo que redujeron la concentración de caseína hidrolizada a 200 mg.L-1, pero hubo persistencia del desarrollo de callos anormales logrando que el 60 % a 70 % de los embriones se agrandaran y germinaran. En los medios de regeneración ensayados en esta investigación, se utilizó como fuente de carbono sacarosa al 3 %, lo cual permitió la germinación y regeneración de los embriones somáticos obtenidos directamente, con poca o nula callogénesis. La omisión total de reguladores de crecimiento en los medios de cultivo, permite que los embriones transferidos se desarrollen en plantas completas con la raíz y vástago bien diferenciados, tal como lo describieron en Melia volkensii, (Indieka et al., 2007) y Cedrela fissilis (Vila et al., 2009).


  A diferencia del enraizamiento hallado en este trabajo, Chaturdevi et al., (2004) en A. indica, enraizaron con MS ½ y ¼ + AIB, con una supervivencia de 87,5 % de vitro plantas en un período de 30 días y Vila et al., (2003; 2005) en Melia azederach enraizaron con MS + 3 mg.L-1 de IBA por 3 o 4 días seguido de 26 a 27 días en MS sin reguladores de crecimiento. Otros autores han propuesto usar AIB hasta 10 mg.L-1, para el enraizamiento obteniendo plantas vivas a los 90 días, sin embargo, hay que considerar el tipo de explante que se está enraizando, ya que existen variaciones que afectan dicho proceso, exigiendo el uso de esta alta concentración de auxina, tal como lo realizaron De Oliveira et al., (2005), donde al no utilizar AIB (control), se obtuvo como resultado una baja supervivencia de plantas in vivo. En otras Meliáceas como Cedrela odorata L., se probaron dos medios: MS y WMP, obteniendo que el mejor medio para el desarrollo de brotes fue WPM diluido a ½ suplementado con sacarosa a 30 g.L-1 favoreciendo el enraizamiento espontáneo de los explantes (Pérez, 2001; Peña-Ramírez et al., 2011). Con respecto al buen desarrollo de las plántulas de Neem, se concuerda con Souza y Pereira (2007), que logran el mejor crecimiento vegetal con vermiculita, ya que la textura ligera y porosa del suelo sustituto previene el daño de la raíz, permite el mejor crecimiento de la misma y el desarrollo óptimo de la planta.


  CONCLUSIÓN


  En este estudio se estableció un eficiente protocolo de regeneración in vitro por embriogénesis somática para el Neem, resaltándose particularmente la embriogénesis secundaria, con la cual podría obtenerse líneas celulares elites, potencialmente eficientes en la producción de metabolitos secundarios como la azadiractina, ya sea a través de biorreactores o por ingeniería genética.
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  RESUMEN


  En la región lechera del centro de Antioquia el paisaje ha sido ampliamente transformado de bosques montanos a pastizales para pastoreo de ganado vacuno, siendo la restauración del paisaje en esta zona una acción primordial que debe ser incorporada en el plan de uso de la tierra. El objetivo general de este estudio fue seleccionar tres especies arbóreas que promuevan el proceso de regeneración de bosques montanos y evaluar el efecto de diferentes estrategias de siembra sobre el establecimiento de las plántulas. Se consideró el efecto del tipo de fertilización, combinación de especies, disponibilidad lumínica y niveles de precipitación sobre la sobrevivencia y crecimiento de las plántulas. Quercus humboldtii, Weinmannia pubescens y Myrsine coriacea fueron las especies seleccionadas por presentar alto índice de valor de importancia ecológica y alta disponibilidad de semillas. La fertilización orgánica favoreció la sobrevivencia de las tres especies evaluadas y el crecimiento para W. pubescens. La combinación de especies no afectó la tasa de crecimiento pero sí la sobrevivencia. Se detectó también mayor sobrevivencia en las plántulas de las tres especies que recibieron sombra en algún momento del día; al contrario, disminuyó en la época de sequía. El éxito en el establecimiento de Q. humboldtii, la tolerancia de W. pubescens a las heladas y la dispersión de semillas de M. coriacea por aves son características que en conjunto convierten a estas especies en promisoras para procesos de restauración ecológica en áreas de bosque montano.
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  ABSTRACT


  Mountain forest landscapes of the central region of Antioquia department have been largely transformed into pastures; therefore, ecological restoration must be included as a primordial strategy. The aim of this study was the selection of three tree species that help to improve natural regeneration of mountain forest and to evaluate the effect of different sowing strategies on the seedling`s establishment. We assessed the effect of fertilization type, combination of species, light availability and monthly precipitation on seedling survival and growth. Myrsine coriacea, Quercus humboldtii, and Weinmannia pubescens were selected on the basis of high importance value index and high seed availability. Survival of the three species was higher when seedlings were fertilized with organic matter. Also, growth was higher for W. pubescens. The combination of species had no effect on the growth rate of the three species, but it affected negatively the survival of Q. humboldtii and W. pubescens growing with M. coriacea. Survival was higher for seedlings of W. pubescens and M. coriacea out of the sun at some moment during the day. Also, survival diminished during drought period. Successful establishment of Q. humboldtii and tolerance of W. pubescens to frost and regrowth after freeze period and seed dispersal of M. coriacea by birds constitute a set of characteristics that make of these species promissory in the ecological restoration process in degraded mountain forest areas.


  Keywords: ecological restoration, importance value index, mixed-species, organic fertilization.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los Andes tropicales constituyen una región con una alta diversidad de hábitats, producto de complejos gradientes espaciales y ambientales. En el mosaico de paisajes de esta región, los bosques son considerados una prioridad de conservación debido a su elevada diversidad biológica, caracterizada por su alto grado de singularidad y de endemismos (Cuesta et al., 2009). Los bosques montanos son ecosistemas frágiles y estratégicos debido a su importante papel para la provisión de servicios ecosistémicos, principalmente los vinculados a la regulación hídrica (Bubb et al., 2004), a la regulación climática regional y a la captura y almacenamiento de carbono (Cuesta et al., 2009; Tejedor et al., 2012). Al mismo tiempo, estos ecosistemas se encuentran en estado de amenaza a nivel global debido a las dinámicas de cambios de cobertura y uso de la tierra (Webster, 1995; Bubb et al., 2004). En la región norte de los Andes en Colombia, el patrón de uso de la tierra ha creado un mosaico de hábitats transformados para la expansión de las actividades agrícolas, las plantaciones forestales, el establecimiento de cultivos ilícitos, la minería, el desarrollo urbano y predominantemente la ganadería (Instituto Agustín Codazi, 2002; Tejedor et al., 2012). De esta forma, la degradación de bosques tiene su origen en una sobreexplotación de los recursos naturales como resultado del crecimiento poblacional y la demanda alimenticia (Meli, 2003).


  En algunas situaciones, la regeneración natural del bosque en áreas previamente degradadas es posible cuando existen condiciones favorables que permitan su recuperación sin intervención humana, como por ejemplo la permanencia del banco de semilla, la colonización por especies de plantas pioneras o la dispersión de semillas por aves, entre otras. Este mecanismo no requiere de manipulación ni costo alguno. Sin embargo, en áreas severamente degradadas, especialmente aquellas dedicadas a la cría de ganado vacuno, la regeneración es lenta o nula debido a barreras químicas, físicas o biológicas (Shono et al., 2007). Una de las barreras para el establecimiento exitoso de las plántulas de especies de árboles nativos son las condiciones adversas de los micrositios como resultado del pisoteo, la herbivoría y la compactación del suelo (Ramírez et al., 2003). También la disponibilidad limitada de semillas y su bajo poder germinativo pueden restringir el proceso de regeneración natural (Omeja et al., 2011). Por lo tanto, la restauración ecológica como alternativa para iniciar la regeneración es una estrategia valiosa para la recuperación de la cobertura del suelo y del bosque a través del establecimiento de especies de plantas nativas (Ramírez-Marcial et al., 2006; Ferreira y Santos, 2012). La restauración de ecosistemas forestales en zonas degradadas aspira a simular e incluso acelerar los procesos que dirigen la sucesión secundaria con el objetivo de devolver el ecosistema perturbado a un estado semejante a su condición original, reconstruyendo la estructura y funciones perdidas (Bradshaw, 1987; Society Ecological Restoration, 2004).


  La introducción artificial de plántulas o la siembra directa de las semillas de especies nativas puede funcionar como mecanismo para facilitar la regeneración natural, acelerando la acumulación de biomasa y diversidad (Omeja et al., 2011; Ferreira y Santos, 2012), y al mismo tiempo favoreciendo el establecimiento de estas especies cuando compiten con especies exóticas (Lesica y Allendorf, 1999). El éxito del proceso de recuperación de áreas degradadas depende de la selección adecuada de especies (Vargas, 2011) y un modelo de plantación eficiente (Jesus y Rolim, 2005). En el proceso de selección de especies se debe considerar su potencial de crecer en zonas alteradas y su trayectoria sucesional, de manera que permitan recuperar la fertilidad del suelo y parte de la diversidad de plantas y animales (Vásquez et al., 1999). Para aumentar la eficiencia en la plantación es necesario conocer la autoecología de las especies leñosas, desde las condiciones adecuadas de germinación y manejo, hasta la tasa de sobrevivencia y crecimiento a través de gradientes ambientales (Lesica y Allendorf 1999; Ramírez-Marcial et al., 2006). Dichos aspectos ecológicos son pobremente conocidos para gran parte de la vegetación arbórea en los bosques montanos Andinos, y de igual manera se tiene poca información sobre procesos ecológicos básicos que permita predecir las tendencias del cambio sucesional para el diseño de las medidas técnicas pertinentes para la recuperación, conservación y aprovechamiento de los recursos forestales (Gonzáles-Espinosa et al., 2007).


  Existe una variedad de factores bióticos y abióticos que determinan el éxito de establecimiento de plántulas en el proceso de restauración, tales como la incidencia lumínica, los niveles de precipitación (Gonzáles-Espinosa et al., 2007), el suplemento de nutrientes al suelo, la cantidad y diversidad de semillas en el suelo (Baker y Berendse, 1999), longevidad de las semillas, disponibilidad de micrositios, las interacciones bióticas como presencia de polinizadores, dispersores, competencia y depredación (Osunkoya et al., 1992) y la presencia de plantas niñeras (Padilla y Pugnaire, 2006; Vargas, 2011), entre otras. Adicionalmente, se ha observado que las plantaciones con una mezcla de especies pueden alcanzar mayor productividad que los monocultivos (Erskine et al., 2006).


  Por lo tanto, con el objetivo de conocer las condiciones adecuadas para el establecimiento de tres especies arbóreas nativas, se evaluó el efecto simultáneo del suplemento de nutrientes al suelo, la mezcla de especies vegetales y la incidencia lumínica, sobre la sobrevivencia y crecimiento de estas, simulando la variación en algunas condiciones naturales de los micrositios en los cuales deben establecerse las plántulas. También se evaluó la relación entre la sobrevivencia y el crecimiento con la precipitación.


  Para alcanzar el propósito de este estudio se realizó un inventario y análisis de la vegetación en remanentes de bosque de la región, con la finalidad de seleccionar especies con alto valor de importancia en la estructura de dichas comunidades forestales. Se planteó el ensayo de restauración incluyendo la germinación de las semillas, la siembra en campo y el monitoreo de la sobrevivencia y crecimiento de tres especies arbóreas seleccionadas, de acuerdo a lo planteado por Howell et al., (2012).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Sitio de Estudio


  El área de estudio se localiza en el Municipio de Belmira en la cordillera Central en el Departamento de Antioquia (6°36´2´´N, y 75°38´17´´W). Corresponde al altiplano de la región norte. Su topografía es quebrada, con alturas entre los 2500 y 3270 m s.n.m., con una precipitación media anual de 1787 mm distribuidos en dos períodos de lluvia entre los meses de abril, octubre y noviembre. Es una zona de gran riqueza hídrica, allí nacen varios ríos fundamentales para el abastecimiento de agua de la ciudad de Medellín, lo cual la constituye en un área de gran importancia para conservar los remanentes de bosque y restaurar las áreas degradadas por diversas actividades antrópicas. Los bosques dominados por Quercus humboltii (Bonpl) constituyen la vegetación predominante de la región. Estos bosques han sufrido un continuo proceso de fragmentación y sustitución por áreas de cultivo y pasto para ganadería extensiva durante los últimos 60 años, lo cual ha conducido a un acelerado deterioro de los recursos forestales (Corporación Autónoma Regional del Centro de Antioquia, 2009).


  El área de siembra de 1,2 ha se localiza en el Predio Montañita perteneciente al Municipio de Belmira, el cual se encuentra bajo la jurisdicción de la Corporación Autónoma Regional del Centro de Antioquia (CORANTIOQUIA) y ha sido señalado como zona de prioridad de conservación y restauración. El predio consiste en un área de potrero en uso hasta pocos meses antes de la siembra de las plántulas.


  Selección de especies arbóreas


  Para la selección de especies arbóreas nativas se evaluó la composición florística de bosques en la región central del Departamento de Antioquia, específicamente en los Municipios de Santa Rosa de Osos, Donmatías, San Pedro de los Milagros, Entrerríos y Belmira localizados sobre la Cordillera Central. En esta zona a pesar de la intensa transformación del paisaje debido a la intervención antrópica aún permanecen algunos parches de bosque con bajos niveles de perturbación que albergan especies vegetales propias la región.


  Para la caracterización de la vegetación presente en los Municipios de estudio se siguió la propuesta metodológica basada en los inventarios RAP (Rapid Assesment Program) propuesta por Gentry (1995). Esta metodología consiste en establecer diez parcelas de 2 × 50 m (0,1 ha), muestreando todos los individuos con un DAP ≥ 2,5 cm. Las muestras botánicas fueron sometidas al proceso de herborización e identificación taxonómica en el Herbario de la Universidad de Antioquia HUA y con la asesoría de botánicos especialistas.


  Para tres de los cinco municipios, Don Matías, San Pedro de los Milagros y Belmira, la información de los transectos RAP fue suministrada por la Corporación Autónoma Regional del Centro de Antioquia CORANTIOQUIA, con base en estudios previos (Lázaro y Echeverry, 1998; Robles, 2006). Para los Municipios de Entrerríos y Santa Rosa de Osos, los transectos fueron realizados en este estudio en las Veredas La Ponderosa y La Pontezuela, respectivamente, en el mes de mayo del 2011.


  El criterio de selección de especies se basó en el índice de valor de importancia ecológica (Mostacedo y Fredericksen, 2000), debido a que este índice incorpora parámetros ecológicos como la frecuencia, densidad y dominancia relativa de cada especie, que dan cuenta de la relevancia que cada especie tiene en la estructura de la comunidad. Se consideraron en primer lugar aquellas especies con mayor índice de valor de importancia. En segundo lugar, que tuvieran una alta disponibilidad de semillas y fueran reportadas en la literatura como tolerantes a la exposición lumínica en la fase de establecimiento de las plántulas. En tercer lugar, que fueran de importancia ecológica o económica, previendo que en el futuro estas características aumenten el interés de los habitantes locales para su utilización en proyectos locales de restauración.


  Germinación de semillas en vivero y trasplante de plántulas


  Una vez seleccionadas las tres especies se procedió con la colección de semillas mediante caminatas en los parches de bosque aledaños al área de siembra. Las semillas se colectaron de varios árboles parentales para incorporar variabilidad genética y prevenir los efectos negativos de la endogamia sobre la diversidad genética de las poblaciones a largo plazo. Se sembraron alrededor de 600 semillas de cada especie en bolsas con suelo del bosque colindante y una vez germinadas, las plántulas se mantuvieron en vivero durante seis meses hasta alcanzar una altura promedio de 20 cm para su posterior trasplante al campo. Se registró el porcentaje de germinación para cada especie considerando el número de semillas germinadas después de cinco meses de siembra en invernadero.


  En diciembre de 2011 se trasplantaron 1440 plántulas a la parcela de 1,2 hectáreas, la cual fue dividida en 18 cuadrantes, cada uno con un área de aproximadamente 576 m2. En cada cuadrante se sembraron 80 plántulas, con una separación de 2,0 m siguiendo el método de siembra tresbolillo (Fig. 1A). En este sistema las plantas se siembran formando un triángulo equilátero en el campo, permitiendo sembrar un 15 % más de árboles comparado con el sistema de cuadrado (Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza, 2009), además de permitir simular condiciones más parecidas a la regeneración natural en el sentido que las plantas no crecen ordenadamente formando cuadrados sino que puede darse una distribución aleatoria. En el caso de los cuadrantes en los cuales se sembraron dos o tres especies mezcladas estas se distribuyeron sistemáticamente evitando que individuos de la misma especie estuvieran agrupados.


  [image: ]


  Efecto de la fertilización, la combinación de especies y la disponibilidad lumínica sobre el establecimiento de plántulas


  Se evaluó simultáneamente el efecto de la fertilización, mezcla de especies e incidencia lumínica sobre la sobrevivencia y crecimiento de cada plántula, con el objetivo de simular las condiciones naturales de los micrositios donde las plántulas deben establecerse. Para evaluar el efecto de la combinación de especies se sembraron dos cuadrantes con todas las plántulas de la misma especie (2 cuadrantes × 3 especies = 6 cuadrantes); en otros seis cuadrantes se sembraron plántulas combinadas de dos especies (40 de cada una) y en los seis cuadrantes restantes se sembraron plántulas de las tres especies (27 de cada una) para un total de 480 plántulas por especie (Fig. 1B). Para evaluar el efecto del tipo de fertilización del suelo, nueve de estos cuadrantes (uno con cada combinación de especies) fueron destinados al tratamiento de fertilización química (Q) y los nueve restantes a fertilización orgánica (O).


  Para definir de manera adecuada la cantidad de nutrientes necesarios en la fertilización química se realizó un análisis fisicoquímico del suelo y atendiendo a los requerimientos de nutrientes de este se usó la dosis recomendada para los tres macroelementos químicos principales que requieren las plantas, nitrógeno, fósforo y potasio (Bonilla, 2008) con fertilizante NPK 15-15-15 (40 g/planta) y microelementos a partir de fertilizantes menores Rio Claro (25 g/planta).


  La fertilización orgánica se realizó con gallinaza (120 g/ planta). Las plántulas fueron marcadas para su monitoreo con placas metálicas cerca de la base del tallo.


  Además, se ha observado que las plántulas que crecen a la sombra tienen un mejor desempeño (Gonzáles-Espinosa et al., 2007) y en el área de siembra, la vegetación alrededor de cada cuadrante fue variable (árboles aislados, borde de bosque, etc.) influenciando la cantidad de luz que recibió cada plántula durante el día. De esta forma, se registró la disponibilidad lumínica para cada plántula como una variable categórica con dos niveles, sin sombra (S) para aquellos individuos que crecen totalmente expuestos al sol, y con sombra (C) cuando reciben sombra en algún momento del día.


  El éxito del establecimiento se midió a través de la sobrevivencia y el crecimiento para cada uno de los individuos. El número de plántulas sobrevivientes (sobrevivencia) fue registrado cada quince días y la altura de la rama principal (crecimiento) cada mes durante un período de 22 semanas desde el momento de siembra (diciembre de 2011) hasta junio de 2012. Una plántula se consideró muerta cuando sus hojas y tallo estaban secos o habían desaparecido. Los intervalos de tiempo para el monitoreo de sobrevivencia y crecimiento difieren debido a que la sobrevivencia puede presentar cambios en pocos días, mientras que el crecimiento por ser un proceso lento requiere de un período de tiempo mayor que permita observar pequeñas variaciones.


  Análisis de datos


  En el diseño de siembra se cuenta solamente con una réplica para la combinación de los tratamientos (Especie × Combinación de especies × Tipo de Fertilización), excepto para la combinación de las tres especies para el cual hay tres réplicas. Al mismo tiempo, dentro de cada cuadrante, los datos tomados en cada plántula no son independientes, por lo tanto éstas no constituyen verdaderas réplicas (Hurlbert, 1984; Quinn y Keough, 2002). El uso de réplicas sensu stricto permite estimar el efecto del tratamiento entre unidades experimentales, aumenta la precisión de los estimados en sistemas biológicos que son altamente variables y es ideal en cualquier diseño experimental. No obstante, se reconoce la dificultad de obtener réplicas en experimentos ecológicos, especialmente cuando éstos son a gran escala, debido a que la combinación de grandes escalas espaciales y temporales con la replicación es costosa logística y económicamente (Oksanen, 2001). En este estudio, fue posible evaluar el efecto de los tratamientos a la escala adecuada (576 m2 y n = 180 plántulas en promedio) pero no replicarlos debido a la limitación de espacio en el área de siembra para la dispersión espacial de los tratamientos, la limitación de material vegetal, de capital económico y humano. A pesar de las limitaciones estadísticas debidas a la falta de replicación de los tratamientos, la cual impone una restricción para la aplicación de la estadística inferencial (Hurlbert, 1984), la interpretación ecológica de los datos es factible (Morgan y Lunt, 1999) como aproximación valiosa para el entendimiento del comportamiento del crecimiento y la sobrevivencia en la variedad de condiciones evaluadas.


  De esta forma, se evaluó si existen diferencias en la sobrevivencia y la tasa de crecimiento de las plántulas entre especies y para cada especie entre tipo de fertilización, combinación de especies y disponibilidad lumínica, considerando el efecto de cada factor de manera independiente. Para el factor "tipo de fertilización" con dos niveles (orgánica y química) se realizó una prueba t. Para el factor "combinación de especies" con cuatro niveles (sola, con una de las dos especies restantes, con la otra especie o las tres especies) y para la comparación entre especies (tres especies) se utilizó un análisis de varianza. Para el factor disponibilidad lumínica, debido a que se registró después de la siembra de las plántulas, el número de individuos en cada tratamiento (con y sin sombra) fue diferente (i.e., diseño desbalanceado), y además no cumplió el supuesto de homocedasticidad, por lo tanto se aplicó una prueba t de Welch (Zar, 1999). También se realizó un análisis de varianza para evaluar el efecto de la disponibilidad de luz como factor anidado dentro del factor fertilización o combinación de especies sobre la tasa de crecimiento o sobrevivencia. La hipótesis nula evaluada es que no existe ningún efecto de crecer con o sin sombra dentro de cualquier tipo de fertilización o combinación de especies. En el caso de la sobrevivencia que es una variable categórica el ajuste de los dos modelos (i.e., el modelo que incluye el efecto de cualquier interacción –`full model´- o asociación entre las variables y el que no lo incluye –`reduced model´-.) se utilizó el estadístico "likelihood ratio" (Λ∼G2) (Quinn y Keough, 2002).


  Aunque en algunos casos las variables no presentan distribución normal, en cada nivel de los factores analizados el tamaño muestral es grande (N>80) lo cual permite asumir un comportamiento normal de las variables y utilizar pruebas paramétricas (Charles y Laurie, 1997). Para los casos en que se encontraron diferencias entre los niveles del factor se realizaron pruebas de Tukey para identificar los grupos homogéneos.


  Adicionalmente, las plántulas de cada especie fueron agrupadas dependiendo de los niveles de cada factor asignados, de manera que cada grupo corresponde a una especie en condiciones de fertilización, combinación de especies y disponibilidad de luz particulares. Por ejemplo, uno de los posibles grupos formados puede ser: plántulas de Quercus humboldtii (Q) con fertilización orgánica (O), creciendo en combinación con Myrsine coriacea Sw (M) y sin sombra (S). Este grupo estaría representado por el código QM-O-S. El número total posible de grupos es 48 de los cuales 16 grupos son de cada una de las tres especies (3 especies × 2 tipos de fertilización × 4 tipos de mezcla de especies × 2 tipos de disponibilidad de luz). Sin embargo, como la categoría de recibir o no sombra no derivó de un diseño estadístico sino de las condiciones naturales en campo, se obtuvieron menos grupos del total posible. Las diferencias en tasa de crecimiento entre grupos se evaluaron usando un análisis de varianza. Para evaluar la asociación entre la sobrevivencia y los grupos de plántulas conformados se utilizó una tabla de contingencia. Se usó una prueba "likelihood ratio" (Λ∼G2) para determinar el ajuste del modelo que incluye la interacción entre las variables y el que no lo incluye (Quinn y Keough, 2002).


  También se realizaron curvas de sobrevivencia de Kaplan Meier (Arribalzaga, 2007), las cuales permiten analizar el tiempo transcurrido para que ocurra un suceso; en este caso la muerte de las plántulas, considerando además los datos censurados, es decir, cada uno de los individuos que hasta el último momento fueron observados y no habían desarrollado el suceso -permanecieron vivos durante el periodo de muestreo-. Se usó la prueba estadística Log- Rank para comparar curvas de sobrevivencia entre los niveles de cada factor. La tasa de crecimiento se calculó como el crecimiento absoluto mediante la formula (Barrera et al., 2010):.
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  Siendo: Mt: Longitud final; Mt-1: Longitud inicial; t: Número de días.


  Todos los análisis fueron realizados usando el paquete estadístico SPSS versión 17 (SPSS, 2007) y las gráficas se construyeron con el Software Sigmaplot versión 12 (Sigmaplot, 2014).


  Se realizaron análisis de regresión lineal y cuadrática para observar si existe relación entre los niveles de precipitación promedio con la sobrevivencia promedio en intervalos de tiempo dos semanas y con la tasa de crecimiento promedio de las plántulas en intervalos de tiempo mensuales. Los registros de precipitación mensual para el período de estudio en la localidad fueron suministrados por el Departamento de Calidad Ambiental de la Corporación Autónoma Regional del Centro de Antioquia del Municipio de Belmira.


  RESULTADOS


  Selección de especies arbóreas


  Como resultado de los muestreos florísticos para los Municipios de Entrerríos y Santa Rosa de Osos, se encontró un total de 751 individuos con diámetro igual o superior a 2,5 cm, pertenecientes a 69 especies de 36 familias. En el Municipio de Entrerríos se registraron 362 individuos representados por un mayor número de especies y familias respecto a los encontrados en Santa Rosa de Osos. Para el primero los individuos fueron identificados dentro de 31 familias y 46 especies, mientras los individuos del segundo municipio se clasificaron en 24 familias y 41 especies. En los anexos 1 y 2 se muestran las primeras 15 especies con mayor índice de valor de importancia ecológica encontradas en estos dos municipios.


  Con base en la información obtenida del trabajo de campo y la reportada por Lázaro y Echeverry (1998) y Robles (2006) quienes desarrollaron transectos RAP en los Municipios de Belmira, Don Matías y San Pedro de los milagros, se seleccionaron de manera preliminar varias especies con mayor índice de valor de importancia en las cinco localidades. La selección final se realizó con base en información obtenida de la comunidad local sobre una alta disponibilidad de semillas e importancia económica (i.e., maderable o leña). Las especies seleccionadas para la evaluación de su desempeño en campo fueron: Quercus humboldtii, Weinmannia pubescens Kunt y Myrsine coriacea (Fig. 2 A, B y C, respectivamente).
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  Efecto de la fertilización, la combinación de especies y la disponibilidad lumínica sobre el establecimiento de las plántulas


  El porcentaje de germinación presentó variación entre especies. La especie con menor porcentaje de germinación fue W. pubescens (26 %), comparado con M. coriacea (62 %) y Q. humboldtii (69 %). Se observó una variación en la tasa de crecimiento (F=114,5; g.l.=2; p=0,000) y sobrevivencia (F =141,0; g.l. =2; p=0,000) entre las especies. Q. humboldtii presentó mayor crecimiento (0,036 cm/día) y sobrevivencia promedio (20,87 semanas), mientras que W. pubescens y M. coriacea presentaron el menor número promedio de semanas sobreviviendo (16,7 y 14,5 semanas, respectivamente) y menor tasa de crecimiento (0,016 y 0,020 cm/día, respectivamente). En general, los individuos permanecieron vivos un mayor número de semanas al fertilizar el suelo de manera orgánica (18,9 semanas) comparado con la fertilización química (17,8 semanas), observándose esta tendencia para las tres especies. Esta tendencia es consistente al evaluar el efecto de la fertilización sobre cada una de las tres especies. La tasa de crecimiento fue significativamente mayor en plántulas de Q. humboldtii con fertilización química, contrario a W. pubescens, la cual tuvo mayor crecimiento con fertilización orgánica. M. coriaceae no presentó diferencias en crecimiento entre los niveles de este factor (Tabla 1).
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  La sobrevivencia de los individuos de Q. humboldtii fue menor en combinación con plántulas de M. coriacea en comparación con las demás combinaciones que no mostraron diferencias entre sí (Prueba de Tukey t = 106,887; p = 0,528). W. pubescens fue afectada negativamente en sobrevivencia al crecer en combinación con M. coriaceae o Q. humboldtii (Prueba de Tukey t = 107,09; p≤0,001). En contraste, M. coriacea no presentó diferencias en sobrevivencia por efecto de las especies vecinas (Prueba de Tukey t =107,42; p=0,092). La tasa de crecimiento no presentó diferencias en ninguna de las especies por efecto de la mezcla de especies (p>0,05).


  Recibir sombra en algún momento del día favoreció la sobrevivencia de W. pubescens y Q. humboldtii sin efecto en la tasa de crecimiento. Al mismo tiempo favoreció el crecimiento y sobrevivencia de M. coriacea (Tabla 1).


  El análisis de varianza anidado permitió detectar que en general para las tres especies existe un efecto positivo de recibir sombra sobre la sobrevivencia en cualquier tratamiento de fertilización (Q. humboldtii: Likelihood Ratio LR- χ2=15,35; g.l.=2; p=0,0050; W. pubescens: LR- χ2=42,05; g.l.=2; p<0,0001; M. coriacea: LR- χ2=63,39; g.l.=2; p<0,0001) y de combinación de especies (Q. humboldtii: Likelihood Ratio LR- χ2=15,61; g.l =4; p=0,0036; W. pubescens: LR- χ2=35,48; g.l.=4; p<0,0001; M. coriacea: LR- χ2=104,63; g.l.=4; p<0,0001). Sin embargo, el efecto de recibir sombra no fue consistente entre especies en cualquier tratamiento de fertilización (Q. humboldtii: F=1,45; g.l.=2; p=0,2339; W. pubescens: F=0,37; g.l.=2; p<0,6867; M. coriacea: F=4,81; g.l.=2; p<0,0085) o combinación de especies (Q. humboldtii: F=1,21; g.l.=4; p=0,3042; W. pubescens: F=2,86; g.l.=4; p<0,0230; M. coriacea: F=3,62; g.l.= 4; p<0,0064). Específicamente, la tasa de crecimiento de Q. humboldtii no fue afectada por la disponibilidad de luz en ningún tratamiento de fertilización o combinación de especies. En W. pubescens sólo hubo efecto de la disponibilidad de luz dentro de los tratamientos de fertilización y en M. coriacea se detectó efecto de la sombra dentro de los tratamientos de fertilización y combinación de especies.


  De los 16 grupos posibles que se pueden conformar de acuerdo al tipo de fertilización recibida, combinación de especies y disponibilidad lumínica experimentadas por cada plántula, se conformaron 14 grupos tanto para Q. humboldtii como para M. coriacea y 15 grupos para W. pubescens. En promedio cada grupo estuvo formado por 34 individuos. El análisis de varianza indica que existen diferencias en la tasa de crecimiento entre los grupos (F=8,53; g.l.=42; p<0,0001). En la figura 3A se observa el promedio para la tasa de crecimiento de cada grupo, observándose en general una tendencia de mayor crecimiento para la especie Q. humboldtii en todos los grupos comparado con M. coriaceae y W. pubescens. En la figura 3B se observa el porcentaje de sobrevivencia para los grupos, en la cual se evidencia que en general las plántulas de Q. humboldtii tienen menor mortalidad que M. coriacea y W. pubescens (Log-likelihood= 258,60; g.l.=42; χ2=517,2; p<0,001). Se observa una tendencia a que las plántulas con fertilización química y creciendo sin sombra (S) presentan alta mortalidad. Específicamente, Q. humboldtii y W. pubescens presentaron baja sobrevivencia en las condiciones anteriores y en presencia de M. coriacea. También se observó que en los grupos con combinación de las tres especies, fertilización química y sombra, W. pubescens y M. coriacea no presentaron mortalidad. En contraste, las plántulas de Q. humboldtii sobrevivieron mejor en combinación con sólo una de las otras dos especies.
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  Curvas de sobrevivencia


  Las curvas de sobrevivencia obtenidas mostraron diferencias entre los niveles de cada factor evaluado (Tabla 2). Es decir, el porcentaje de sobrevivencia a lo largo del tiempo de seguimiento varió de acuerdo al tipo de fertilización, combinación de especies y disponibilidad lumínica para cada especie (Fig. 4).
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  Variación de la mortalidad de acuerdo a los niveles de precipitación


  La variación en la mortalidad y la tasa de crecimiento a lo largo del período de monitoreo no estuvo relacionada con la precipitación de manera lineal ni cuadrática. Esta tendencia se observó para las tres especies (p>0,05; 0,1<r2<0,5 para cada caso). Sin embargo, se observa en general, que un aumento en los niveles de precipitación es acompañado de una disminución en mortalidad (Figs. 5A, 5C, 5E) y un aumento en la tasa de crecimiento (Figs. 5B, 5D, 5F). También se observa que el número de individuos muertos aumentó entre las semanas diez y 14, época de mayor sequía.
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  DISCUSIÓN


  Selección de especies arbóreas


  La evaluación de la estructura florística de la región posibilitó la identificación de especies clave en el proceso de restauración como componentes fundamentales del ecosistema de referencia. En toda práctica de restauración ecológica la identificación de especies es uno de los puntos de partida crucial para el éxito de ésta, puesto que una elección equivocada de especies en tanto a sus requerimientos ambientales y su hábitat natural puede hacer que los esfuerzos sean insuficientes (Whisenant, 1999).


  Las tres especies arbóreas seleccionadas no solo han sido reportadas por su importancia ecológica y socioeconómica (Galindo et al., 2003; Slocum et al., 2004; Solange y Petry, 2009; Avellana y Cárdenas, 2010; Gómez y Vargas, 2011) sino además por su grado de vulnerabilidad al ser parte de ecosistemas que han sido ampliamente degradados y como resultado del uso indiscriminado principalmente como especies maderables y su utilización como leña (Avellana y Cárdenas, 2010; Guerrero et al., 2010). En Colombia, se encuentran bosques dominados principalmente por la especie Q. humboldtii conocidos como robledales (Galindo et al., 2003), y considerados como hábitat de especies vegetales amenazadas y endémicas dentro de las cuales se encuentran especies pertenecientes a los géneros Weinmannia y Myrsine, entre otras. Además de ser el hábitat de una gran diversidad de fauna albergando más de 200 especies de aves, mamíferos y anfibios altamente dependientes de este ecosistema (Avellana y Cárdenas, 2010). La dominancia de Q. humboldtii en bosques andinos se refleja en su alto índice de valor de importancia ecológica en cuatro de los cinco bosques considerados. Por otro lado, W. pubescens se ha considerado como especie clave en procesos de restauración por su potencial de recuperar zonas degradadas o alteradas (Vargas y Gómez, 2011), debido principalmente a su capacidad de crecer en bordes de bosques, caminos e incluso invadiendo potreros (Vargas, 2002). El banco de plántulas de esta especie se encuentra en barrancos y orillas de camino. De igual forma, según Slocum et al., (2004) M. coriacea es una especie pionera importante para la restauración natural de bosques montanos, reportada por su importante asociación con aves. Solange y Petry (2009) encontraron 31 especies de aves que visitaron individuos de esta especie para consumir sus frutos, usarlas como perchas o para forrajear. Debido a su importancia como fuente de alimento y hábitat para las especies de aves es de gran prioridad en proyectos de restauración que permita la recuperación de especies vegetales y además la fauna y procesos de dispersión de semillas asociados a ella.


  Efecto de la fertilización, combinación de especies y disponibilidad lumínica sobre el establecimiento de las plántulas


  En general la mayor mortalidad de los individuos fertilizados con fertilizante químico para todo el experimento podría estar relacionada de manera indirecta con la competencia del pasto, especialmente de Holcus lanatus, puesto que el aumento de nutrientes suplementados al suelo favoreció su crecimiento. Esta especie es considerada altamente invasora compitiendo fuertemente con las plántulas de otras especies (Díaz et al., 2004; Martínez, 2008). Contrario a esto, en los cuadrantes con fertilización orgánica el crecimiento de pastos y otras malezas fue menor, disminuyendo la competencia con las plántulas sembradas y por lo tanto su mayor sobrevivencia. Esto puede ser debido a que la concentración y solubilidad de los fertilizantes químicos es mayor y fácilmente aprovechable por los pastos, los cuales se encontraron altamente representados en el banco de semillas del área evaluado en un estudio paralelo.


  Los resultados presentados en este estudio se basan en la etapa inicial del establecimiento de las plántulas las cuales se encuentran a dos metros de distancia unas de otras, lo cual reduce la posibilidad de que se establezca competencia entre individuos de una misma especie o especies diferentes. Sin embargo, se encontró que la sobrevivencia de las plántulas de Q. humboldtii y W. pubescens es afectada negativamente cuando crecen en combinación con M. coriacea. Adicional a esto, la tasa de crecimiento no presentó diferencias en respuesta a la combinación de especies, a diferencia de lo observado por Cabezas et al., (2008), quienes reportaron menor tasa de crecimiento de Q. humboldtii en el caso de siembra monoespecífica, debido principalmente a que esta se favorece al crecer en mezcla de especies de mayor tasa de crecimiento que faciliten la producción rápida de sombra. Así, la mezcla de especies tiene un efecto indirecto en el crecimiento de plántulas al proveer sombra a estas. El efecto de sombra por las especies usadas en este estudio no se detecta aún debido al tamaño pequeño de las plántulas y a que están separadas dos metros unas de otras, de manera que no se proporcionan beneficio o competencia por luz; sin embargo, se evidencia el efecto positivo de la sombra proporcionado por pocas plantas de otras especies dentro y alrededor del área de siembra sobre la sobrevivencia de las tres especies de estudio.


  Por esta razón, una estrategia de restauración que involucre a estas especies debe incluir un sistema que provea sombra necesaria para el establecimiento de las plántulas, como puede ser el uso de plantas niñeras o métodos artificiales utilizando mallasombra. Se ha encontrado que las plantas niñeras proporcionan microhábitat favorables para las plántulas al reducir altas temperaturas de la superficie del suelo e incrementar los nutrientes disponibles, particularmente el nitrógeno (Franco y Novel, 1989; Padilla y Pugnaire, 2006; Ren et al,. 2008). Si bien W. pubescens y M. coriacea han sido reportadas por su capacidad de crecer en áreas abiertas (Vargas, 2002; Lázaro y Vanegas, 2003), los resultados de este estudio sugieren que el suministro de sombra mejoraría su desempeño como especies claves en procesos de restauración. En otros ecosistemas se ha encontrado la facilitación de arbustos pioneros (i.e., plantas nodrizas) sobre las plántulas de especies maderables de estadíos succesionales tardíos como una interacción común en una variedad de ambientes, siendo más acentuada en sitios más soleados y secos (Gómez-Aparicio et al., 2004). En el sitio de estudio, algunos arbustos pioneros de la familia Melastomataceae podrían funcionar como facilitadores, sin embargo, es necesario evaluar este aspecto en el futuro.


  Quercus humboldtti ha sido reportada por su capacidad de crecer en diferentes tipos de suelos, desde los medianamente fértiles hasta los degradados y casi estériles (Aguilar, 2009), lo que permite explicar la tolerancia que presenta frente a diversas condiciones edáficas como su alta probabilidad de sobrevivencia tanto para la fertilización orgánica como química comparado con las otras dos especies estudiadas. A diferencia de Ramírez et al., (2003) y Cabezas et al., (2008) quienes sugieren una mayor tasa de crecimiento para la especie al suministrarle sombra a los individuos durante los primeros años de crecimiento, los registros durante las 22 semanas de monitoreo no reflejan un efecto de la sombra sobre el crecimiento pero si en sobrevivencia. No obstante, es probable que las exigencias de la luz solar requerida pueda ser mayor en etapas más avanzadas de crecimiento (Aguilar, 2009).


  La especie que presentó mayor porcentaje de mortalidad fue W. pubescens, principalmente en la época de heladas (semanas diez a 14), indicando que es muy susceptible a cambios ambientales como la disminución de la temperatura durante la noche del verano. Sin embargo, se observó que en 20 % de los individuos reportados como muertos pudieron emerger nuevos brotes una vez pasada la época de heladas. Esta fue la especie con mayor dificultad de manejo desde la etapa de germinación hasta el trasplante en campo debido a su baja tasa de sobrevivencia. A pesar de que las especies del género Weinmannia se han reportado como poco exigentes a las condiciones de suelo y luminosidad (Vargas, 2002), W. pubescens tuvo mejor desempeño con fertilización orgánica y sombra.


  En un estudio complementario, se evaluaron algunas de las barreras que impiden la restauración de la zona, una de ellas fue que en el banco de plántulas dominan plántula de M. coriacea (75 %), debido posiblemente a que son dispersadas por aves. Estas se alimentan de sus frutos y una vez las semillas pasan por su tracto digestivo son devueltas al medio y germinan fácilmente (Solange y Petry, 2009). Esta observación indica la importancia de la especie en procesos de regeneración de bosques.


  CONCLUSIONES


  Entre las características que hacen a las especies evaluadas apropiadas para potenciar el proceso de recuperación de áreas degradadas en bosques montanos de zonas Andinas se encuentran la alta sobrevivencia y crecimiento de Q. humboldtii en cualquier combinación de los factores considerados, la estrecha interacción de M. coriacea con aves y la tolerancia de W. pubescens a las heladas. Teniendo en cuenta la problemática ambiental a nivel mundial ocasionada por el uso excesivo de fertilizantes químicos, es de resaltar que este tipo de fertilización solo favoreció el crecimiento de Q. humboldtii y afectó la sobrevivencia de las tres especies de manera negativa, lo que sugiere que es posible potenciar el uso de fertilización orgánica como alternativa de suplemento del suelo en proyectos que impliquen la siembra de estas especies en áreas extensas.


  Finalmente, las condiciones recomendadas para iniciar un proceso de restauración en esta zona usando las tres especies evaluadas es realizar la siembra durante la época de mayor precipitación para asegurar una baja mortalidad de plántulas y promover una mayor tasa de crecimiento. De esta forma se favorece la adaptación de las plántulas en campo antes de la temporada de sequía donde ocurre la mayor mortalidad por causa de las heladas. Además, se sugiere el uso de fertilizante orgánico y suministro de sombra debido a que estos favorecen la sobrevivencia de las tres especies al reducir la competencia con los pastos.
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  RESUMEN


  Se realizó un estudio con el fin de determinar la estructura demográfica de Emilia sonchifolia (L.) DC en una finca cafetera del Municipio de Armenia, Quindío, Colombia, donde se recolectaron datos durante cuatro semanas, en tres sitios: exterior, borde e interior del cultivo. Usando parámetros calculados a partir de los datos de campo, se construyó un modelo logístico para describir el comportamiento poblacional de E. sonchifolia en el tiempo. Se encontraron diferencias significativas en las variables: número de individuos por estado etario en el tiempo, porcentaje de mortalidad, tiempo de cambio del estado plántula a juvenil y de juvenil a adulto, número de hojas y de ramas; no se encontraron diferencias significativas en la densidad poblacional, número de inflorescencias e infrutescencias en los sitios de estudio. En general, se puede atribuir este comportamiento a la estrategia de reproducción r que sigue E. sonchifolia. Finalmente, las simulaciones hechas a partir del modelo logístico sugieren que la especie tiende a desaparecer si alguno de los estados etarios no está presente inicialmente; así, una alternativa plausible para el control sería su eliminación en el estado juvenil. Los resultados ofrecen alternativas con respecto al manejo de poblaciones de arvenses.


  Palabras clave: café, demografía, maleza, modelo.

  


  ABSTRACT


  A research study was conducted to determine the demographic structure of Emilia sonchifolia L. in a coffee plantation in Armenia, Quindío, Colombia. Data were collected over a period of four weeks on three sites: inside, at the border and outside a coffee farm. A logistic population model was built to describe the population behavior of E. sonchifolia over time. Statiscally significant differences were found between: number of individuals per life stage in time, mortality rate, transition time from seedling to juvenile and from juvenile to adult; and number of leaves and branches. There was no evidence for statistically significant differences in population density or in number of inflorescences and fruits between study sites. In general, the observed behavior may be attributed to the r strategy used by this species. Finally, our results suggest the survival of the species is conditioned by the presence of all life stages at the beginning of each simulation based on the logistic model; so, a potential strategy for its controlling would require the removal during the juvenile stage. The considerations offer alternatives regarding weed population management.


  Keywords: coffee, demography, model, plant weeds.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las arvenses afectan directa e indirectamente el desarrollo de los cultivos, a través de la competencia por factores físicos y químicos (Vera, 1999) y pueden, en determinados casos, inhibir químicamente (alelopatía) el desarrollo de éstos (Córdoba y Casas, 2003). La distribución de las arvenses está relacionada con las características de un hábitat en particular, por efectos del ambiente biótico y abiótico (Booth et al., 2003). En los cultivos, sin embargo, las arvenses dependen particularmente de los tratamientos agrícolas: métodos de recolección, tipo de arado y periodicidad, momento de laboreo, uso de plaguicidas y tipo de regadío (Masalles, 2004; Chamorro y Sans, 2010). Dentro de las arvenses, la familia Asteraceae constituye una de las más grandes de plantas vasculares, comparable en complejidad y número de especies con las orquídeas (Murillo et al., 2006). De esta familia, Emilia sonchifolia, especie originaria de Asia, África, Polinesia y las Américas, se caracteriza por ser una arvense de agresividad moderada (Lorenzi y Matos, 2002) que se reproduce únicamente por semillas (Lorenzi, 2000).


  Sin embargo, E. sonchifolia es utilizada como antiinflamatorio, contra picaduras de insectos, conjuntivitis, reumatismo, disentería, cortes y heridas (Perry, 1982; Srinivasan y Subramanian, 1980) en América del Sur, principalmente en Brasil (Couto et al. 2011), África (Muko y Ohiri, 2000) y Asia (Shylesh y Padikkala, 2000). En Colombia, E. sonchifolia es una arvense que se encuentra en rastrojos, potreros, praderas, orillas de carreteras, caminos (Gómez y Rivera, 1987) y en áreas cultivadas de café, plátano y banano (Salazar e Hincapié, 2005). En cultivos de café, E. sonchifolia es una de las arvenses que causa mayor interferencia (con pérdidas de rendimiento hasta del 65 %) en el desarrollo de éstos (Salazar y Rivera, 2002; Salazar e Hincapié, 2005). En cultivos de banano y plátano, E. sonchifolia es hospedera de la bacteria causante del Moko, Ralstonia solanacearum (Fegan y Prior, 2006), enfermedad que causa marchitez impidiendo a la planta cumplir con su ciclo vegetativo (Smith et al., 1995). Además, E. sonchifolia es también hospedera del nemátodo Meloidogyne incognita, especie que afecta otros cultivos (Minton y Minton, 1966; Bergeson, 1975). Este nemátodo se caracteriza por inducir la formación de nodulaciones en las raíces (agallas), interfiriendo con la absorción de agua y de nutrientes, y, en consecuencia, manifestación de clorosis en hojas, defoliación, escaso desarrollo y disminución en la producción (Caillaud et al., 2008).


  La selección de un método adecuado para el manejo de arvenses debe estar fundamentada en el conocimiento de su biología, hábitos de desarrollo, modo de reproducción, número de semillas por planta y viabilidad (Guzmán-Casado y Alonso-Mielgo, 2008). La disponibilidad de esta información permite predecir el intervalo de tiempo durante el cual una arvense podría ser tratada con el fin de minimizar el impacto de ésta sobre el rendimiento de un cultivo (Masalles, 2004). Estudios demográficos permiten comprender la estructura interna de una población (expresada como el número de individuos por edades en un momento dado), así como la probabilidad de supervivencia, estados etarios y mortalidad por edades. Este enfoque ha sido aplicado previamente para el manejo de arvenses (Ríos y Quirós, 2002), pero a la fecha no se ha aplicado en el manejo de E. sonchifolia en cultivos de café u otros cultivos.


  El objetivo de este trabajo fue realizar una comparación de algunos parámetros demográficos de E. sonchifolia (L.) DC., en tres ambientes diferentes asociados a un cafetal en el Municipio de Armenia, Quindío, Colombia. Los resultados pretenden aportar al manejo de arvenses en cultivos de café.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  El estudio se llevó a cabo en la finca cafetera Montecarlo (4° 33' 48.5"N, 75° 38' 40" W, 1483 m) ubicada en el perímetro urbano del Municipio de Armenia, Quindío, Colombia, donde se cultiva café variedad Caturra. El área de estudio presentó en promedio una temperatura de 22 °C y una humedad relativa de 81 %.


  Diseño Experimental


  Se ubicaron al azar durante cuatro semanas nueve parcelas permanentes de 1m2, separadas entre sí por 10 m (Mueller-Dombois y Ellenberg, 1974; Ramírez, 2006). Las parcelas fueron ubicadas de la siguiente manera: tres al interior del cafetal, tres en el borde del cafetal y tres en el exterior del mismo, donde se encontró presencia de E. sonchifolia. Se entienden borde como el perímetro conformado por las plantas de café que marcan el límite del cultivo, interior como el área del cultivo de café, y exterior como el área fuera del cultivo de café. El área de estudio se caracterizaba por estar desprovista de especies arbóreas que suministraran sombra. Las áreas borde y exterior presentaban ausencia de cobertura vegetal y se encontraban en lindero con un potrero. En cada una de ellas se identificaron y marcaron todos los individuos de E. sonchifolia, se registraron por cada individuo el estado etario (plántula, juvenil y adulto), número de hojas, número de ramas, número de inflorescencias y número de infrutescencias. Asimismo, en cada parcela se registró la natalidad, mortalidad y densidad poblacional. Estos datos fueron registrados una vez por semana durante cuatro semanas. Adicionalmente, se evaluó el porcentaje de germinación en condiciones de laboratorio. Fueron evaluadas réplicas, cada una de ellas con 30 semillas y un papel filtro humedecido con agua destilada. El porcentaje de germinación por réplica fue registrado diariamente durante ocho días.


  Análisis estadístico


  Las variables analizadas fueron: número de hojas, número de ramas, número de inflorescencias, número de infrutescencias, número de individuos por estado etario a la cuarta semana, número de individuos por estado etario en el tiempo, tiempo de cambio del estado plántula a juvenil y de éste a adulto, porcentaje de mortalidad y densidad poblacional por parcela. Previo a los análisis de varianza, se comprobó la distribución normal y la homogeneidad de varianzas de los datos. Las variables densidad poblacional, número de inflorescencias e infrutescencias fueron analizadas a través de un análisis de varianza de un factor completamente aleatorizado. Las variables números de hojas, de ramas e individuos por estado etario a la cuarta semana, fueron analizadas a través de un análisis de varianza factorial 3x3x3 completamente aleatorizado con el fin de evaluar las diferencias para los factores: sitio (borde, interior y exterior), estado etario (plántula, juvenil y adulto) con tres repeticiones. La variable tiempo de cambio del estado plántula a juvenil y de éste a adulto se analizó a través de un análisis de varianza factorial 3x2x3 completamente aleatorizado con el fin de evaluar las diferencias para los factores: sitio (borde, interior y exterior) y tiempo de cambio (plántula a juvenil y juvenil a adulta) con tres repeticiones. La variable número de individuos por estado etario en el tiempo fue analizada a través de un análisis de varianza factorial 3x3x4x3 completamente aleatorizado, con el fin de evaluar las diferencias para los factores: sitio (borde, interior y exterior), estado etario (plántula, juvenil y adulto) y tiempo (primera, segunda, tercera y cuarta semanas) con tres repeticiones. La variable porcentaje de mortalidad fue analizada a través de un análisis de varianza factorial 3x3x3x3 completamente aleatorizado, con el fin de evaluar las diferencias para los factores: sitio (borde, interior y exterior), estado etario (plántula, juvenil y adulto) y tiempo (primera, segunda y tercera semanas) con tres repeticiones. Cuando las diferencias fueron significativas se utilizó la prueba de LSD (Menor diferencia significativa) de Fisher para explicar las diferencias entre niveles de cada factor. Todos los análisis fueron realizados con el software STATISTICA 7 (Statsoft Inc. 1984-2004).


  Modelo matemático


  Se consideraron tres estados para elaborar el modelo matemático que describe la dinámica poblacional (Thieme, 2003): 1. Plántula (P): Un individuo está en estado Plántula si posee máximo dos hojas, sin importar su tamaño. 2. Juvenil (J): Un individuo está en estado Juvenil si posee más de dos hojas, pero sin que haya presencia de infloresencias y/o infrutescencias. 3. Adulto (A): Un individuo está en estado Adulto si tiene inflorescencias y/o infrutescencias.


  Correspondientes a estos tres estados, el modelo considera las variables P(t), J(t) y A(t), que representan número de individuos en los estados plántula, juvenil y adulto, respectivamente, en el tiempo t, medido en semanas.


  Se considera el diagrama compartimental:
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  donde µP , µJ ,y µA son las tasas de mortalidad de plántulas (P), juveniles ( J) y adultos (A), respectivamente; λP es la proporción de plántulas que pasan al estado juvenil, por semana; λJ es la proporción de juveniles que pasan al estado adulto, por semana; λA es la proporción de semillas que germinan por planta adulta, por semana.


  Para las poblaciones en estudio, la disponibilidad de espacio constituye una limitación determinante para su crecimiento; por tal razón, el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales que modela la dinámica poblacional fue, construido a partir del modelo logístico: (Edelstein-Keshet, 2005):
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  K es la capacidad de carga del medio (Número de plantas/m2), incluidos los tres estados.


  Simulaciones


  Se realizaron simulaciones de la dinámica poblacional de la arvense utilizando el paquete matemático MATLAB (2007, The MathWorks, Natick, MA). Los valores poblaciones iniciales en todas las simulaciones fueron 12, 178 y 121 individuos en los estados plántula, juvenil y adulto, respectivamente, siguiendo los datos de campo. Los parámetros usados fueron estimados a partir de los datos colectados en laboratorio y en campo, incluyendo los tres sitios de estudio, y obteniéndose:
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  Para calcular la capacidad de carga K, se hizo una regresión lineal y=mx + b, donde y es la tasa de crecimiento, esto es,
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  x es el tamaño poblacional, en cada paso del tiempo (Momo y Capurro, 2006), de modo que [image: ]. Se obtuvo K = 427.8181.


  RESULTADOS


  En total se realizó un seguimiento por cuatro semanas a 333 plantas de E. sonchifolia distribuidas de la siguiente manera: 179 en el exterior, 104 en el borde y 50 en el interior.


  El número promedio de semillas por inflorescencia fue de 60,4 aquenios y el porcentaje promedio de germinación obtenido en laboratorio de 83,3 % (n= 120).


  La Tabla 1 resume los resultados de los análisis de varianza. El número de individuos por estado etario a través del tiempo se mostró significativo a nivel de sitio (GL= 2,0; F= 46,1; p<0,05), estado etario (GL= 2,0; F=62,4; p<0,05), y su interacción (GL= 4,0; F= 8,2; p<0,05). Lo anterior indica que, en promedio, el mayor número de individuos se encuentra en los estados juvenil y adulto al borde e interior del cafetal (Fig. 1A). El porcentaje de mortalidad se mostró estadísticamente significativo en todos los factores e interacciones analizados. La interacción entre los factores sitio, estado etario y tiempo (GL= 8,0; F= 624,9; p<0,05), mostró un porcentaje de mortalidad mayor las dos últimas semanas en los estados juvenil y adulto en el borde y exterior del cafetal (Fig. 1B).
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  La distribución de E. sonchifolia en los sitios evaluados (GL= 2,0; F= 3,0; p>0,05) (Fig. 2A), el número de inflorescencias (GL= 2,0; F= 0,9; p>0,05) (Fig. 2B) e infrutescencias (GL= 2,0; F= 1,3; p>0,05) (Fig. 2C) no fueron estadísticamente significativos. Estos resultados indican la capacidad de E. sonchifolia para colonizar y reproducirse independientemente en el cafetal con respecto al lugar donde se encuentre.
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  El número de individuos con respecto a los sitios (GL= 2,0; F= 5,6; p<0,05), así como los diferentes estados etarios (GL= 2,0; F= 9,8; p<0,05) son estadísticamente significativos. En promedio, al interior del cafetal se encuentran menos individuos con respecto al borde y al exterior del cafetal (Fig. 2D). Además, en promedio se encontraron más individuos en los estados juvenil y adulto con respecto al estado plántula (Fig. 2D).


  La variable tiempo de cambio del estado Plántula a Juvenil y de éste a Adulto tuvo diferencias significativas en el factor estado etario (GL= 1,0; F= 36,6; p<0,05). Así, el tiempo necesario para pasar del estado de plántula a juvenil, difiere del tiempo para pasar de juvenil a adulto (Fig. 2E).


  El número de hojas (GL= 1,0; F= 5,8; p<0,05) y ramas (GL= 2,0; F= 4,1; p<0,05) en el factor estado fue estadísticamente significativo. Mostrando que los adultos presentan mayor número de hojas y ramas con respecto a los demás estados etarios (Fig. 2F y 2G).


  Las figuras 3 y 4 muestran los comportamientos de las poblaciones de plántula, juvenil y adulto, según el modelo matemático construido, cuando se hacen algunas variaciones en las mortalidades y en las poblaciones iniciales.
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  En la figura 3 se aprecian las diferencias en los comportamientos de las poblaciones cuando, dejando constantes los otros parámetros, se varían las tasas de mortalidad. Se observa que el aumento de la mortalidad de juveniles causa un aumento en la población de adultos; el aumento de la mortalidad de juveniles ocasiona un aumento en la población de plántulas y una disminución en la de adultos y, finalmente, el aumento de la mortalidad de adultos produce un aumento en la población de juveniles y una disminución importante en la de adultos y en la de plántulas.


  La figura 4 corresponde a variaciones en las poblaciones iniciales, dejando constantes los parámetros originales. Sucesivamente, se hicieron las poblaciones iniciales de cada estado cero, dejando en cada caso las otras con los valores originales. Se observa que, cuando alguna de las poblaciones iniciales es cero, aunque con diferencias de tiempo, las otras poblaciones tienden a desaparecer.


  DISCUSIÓN


  En este estudio se corrobora que las características demográficas de E. sonchifolia corresponden a las descritas por Baker (1974), todavía vigentes. Por ejemplo, los requerimientos germinativos se cumplen en diversos ambientes. Esto se evidenció en la densidad poblacional y capacidad reproductiva homogénea de E. sonchifolia en los sitios estudiados. Esta homogeneidad sugiere la capacidad colonizadora de esta especie.


  E. sonchifolia mostró un rápido desarrollo hasta alcanzar el estado de floración (adultez) con una tasa de germinación alta, y un número de inflorescencias e infrutescencias homogéneo en los sitios evaluados. En un estudio similar, (Masalles et al., 1998) encontró que Diplotaxis erucoides (Brassicaceae), una arvense frecuente en cultivos mediterráneos, presenta un período reproductivo corto (ocho semanas), una producción continua de flores, germinación rápida y un esfuerzo reproductivo alto. Estos resultados confirman la capacidad de colonización de E. sonchifolia cuando se considera su germinación y capacidad reproductiva en distintos ambientes, independiente de la tasa de mortalidad.


  Los resultados sugieren que E. sonchifolia presenta una estrategia reproductiva r (crecimiento poblacional continuo bajo condiciones óptimas (Sala et al., 1989)). Especies con este tipo de reproducción están adaptadas para colonizar ambientes inestables (por ejemplo, perturbaciones en la producción de un agroecosistema (cafetal)), con una vida media corta y edad reproductora temprana. En este estudio se observó un crecimiento poblacional acelerado, mortalidad de juveniles independiente de la densidad, y una tendencia a favorecer la producción de muchos juveniles que posteriormente serán adultos, lo que resulta en reproducción temprana y explosiva (alto esfuerzo reproductivo) que conduce a una duración de vida y un tiempo generacional corto (Sala et al., 1989).


  Sin embargo, E. sonchifolia presenta variaciones en el porcentaje de mortalidad con respecto al sitio de estudio y tiempo de cambio entre los estados etarios juvenil y adulto. Al Interior del cafetal, se presentó un tiempo mayor comparado con las otras áreas de estudio para alcanzar la etapa reproductiva. Estos datos sugieren la presencia de competencia inter-específica entre las poblaciones de café y E. sonchifolia, ya que las predicciones teóricas indican que bajo condiciones de competencia los individuos de una población favorecerían la inversión de energía en crecimiento vegetativo en oposición a alcanzar rápidamente la etapa reproductiva (Cole, 1954). Individuos de una población que se encuentran en un ambiente por debajo de la capacidad de carga y con baja competencia inter- y/o intra-específica presentan tendencia en producir mayor cantidad de individuos reproductivamente activos; en contraste, poblaciones cerca a la capacidad de carga experimentan ambientes con alta competencia, retrasando la época reproductiva y aumentando la asignación de energía al crecimiento vegetativo asociado con adquisición de recursos (Pianka, 1970; Donohue et al., 2000). Estudios realizados en poblaciones de arvenses como Amaranthus retroflexus (Amaranthaceae) en cultivos de algodón (Khalili et al., 2012) y Raphanus raphanistrum (Brassicaceae) en cultivos de trigo (Cousens et al., 2001), confirman esta tendencia.


  La asignación de recursos energéticos a crecimiento vegetativo versus reproducción está relacionada con el porcentaje de mortalidad encontrado en los diferentes estados etarios. La variación en éstas características está dada por fluctuaciones en la disponibilidad de recursos (nutrientes, luz, entre otros) y presencia de competencia inter- y/o intra-específica (Hamilton, 1966). Así, si el riesgo de mortalidad es mayor en los estadíos tempranos (plántulas), se espera que los individuos maximicen la inversión en reproducción, mientras que si la mortalidad es mayor en edades más avanzadas (juveniles y adultos), los individuos retrasarían la entrada a la etapa reproductiva. Nuestro estudio muestra que las condiciones ambientales presentes en el borde y exterior del cafetal están incrementando el porcentaje de mortalidad de las poblaciones de E. sonchifolia en estadíos juveniles y adultos, y, en consecuencia, ejercen una presión selectiva sobre las poblaciones de E. sonchifolia que resulta en una tasa de crecimiento rápida. Esta tasa de crecimiento se ve reflejada en un menor tiempo de cambio de estado etario (estado juvenil para adulto) en el borde y en el exterior, lo que aumenta la probabilidad de alcanzar la etapa reproductiva y por tanto la permanencia de todos los estados etarios de E. sonchifolia. Estas tendencias se han observado en otras arvenses, por ejemplo, en Taraxacum officinale (Asteraceae) (Lipowsky et al., 2012). En cualquiera de las hipótesis, la estrategia de reproductiva de E. sonchifolia en las áreas de estudio (Interior, Borde o Exterior del cafetal) no fue estadísticamente significativa cuando se analizó la densidad poblacional para esta especie. Esta observación podría ser producto de un banco de semillas persistente en el suelo, característica peculiar presente en arvenses (Burnside et al., 1996).


  Asimismo, las poblaciones marginales de arvenses pueden contribuir a la invasión y persistencia de poblaciones de arvenses en cultivos adyacentes (Kleijn, 1997). En este estudio se presentó mayor cantidad de individuos en el exterior y borde del cafetal con una capacidad reproductiva indiferente del lugar donde se encuentre. Sin embargo, con los datos colectados no es posible determinar al interior del cafetal la contribución de semillas provenientes del borde y exterior. Modelos metapoblacionales en plantas muestran que la dispersión de semillas incrementa el tamaño poblacional, al permitir la recolonización de hábitats "desocupados" o con baja densidad poblacional después de una extinción local (Perry y González-Andujar, 1993; Tilman et al., 1997). Sin embargo, en una simulación de la dinámica poblacional de cardos (nombre general de arvenses de la familia Asteraceae) canadienses se demostró que bajo la mayor parte de parámetros evaluados, las poblaciones de arvenses marginales contribuían poco a la dinámica poblacional al interior de hábitats con baja densidad poblacional (Blumenthal y Jordan, 2001). Debido a los costos que representaría el manejo de poblaciones marginales de arvenses y el potencial beneficio al interior del cultivo, se sugiere realizar un estudio para determinar bajo qué circunstancias las arvenses marginales influencian las poblaciones al interior del cultivo.


  Un aporte para el control de E. sonchifolia es sugerido a través de un modelo logístico. Este muestra que E. sonchifolia tiende a desaparecer si alguno de los estados etarios no está presente inicialmente (población inicial cero). Es poco probable encontrar en un cultivo ausencia de algún estado etario de E. sonchifolia, ya que se conoce que las arvenses presentan una germinación discontinua y una gran longevidad de las semillas en los llamados "bancos de semillas" en el suelo (Baker, 1974; Domínguez-Valenzuela et al., 2007).


  CONCLUSIONES


  Pensando en el manejo de ésta arvense para evitar su dispersión, permanencia y potenciales pérdidas económicas en un cultivo de café, el control del estado juvenil de E. sonchifolia sería una opción plausible, ya que, por ejemplo, al eliminarlo manualmente, no se corre el riesgo de promover su dispersión a través de semillas, debido a que éste estado no es reproductivamente activo (riesgo palpable a nivel de adultos). En comparación con el número de individuos en estado plántula, el estado juvenil se presenta en cantidad superior y es además un estado de porte mayor (es decir, más número de hojas y ramas), lo que facilita su detección para eliminación. Por consiguiente, se concluye que una alternativa viable para el control poblacional de E. sonchifolia, sería su eliminación en el estado juvenil. Adicionalmente, estos resultados ofrecen alternativas con respecto al manejo de poblaciones de arvenses.
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  RESUMEN


  Colombia es el país neotropical con mayor diversidad de Gesneriaceae. Sin embargo hay vacíos en el conocimiento de los patrones de distribución y ecología de esta familia, debido a su complejidad taxonómica. En este trabajo se presenta una lista de Gesneriaceae para el departamento del Quindío con datos de hábitat y distribución altitudinal. Se revisaron las colecciones del Herbario Nacional Colombiano (COL) y Herbario de la Universidad del Quindío (HUQ) y se realizó trabajo de campo entre 2009 y 2014 en 70 localidades del Quindío. Se encontraron 43 especies y 11 géneros, con una mayor representación de Columnea, Besleria y Kohleria; nueve especies fueron nuevos registros para el Quindío, tres fueron endémicas y cinco especies nuevas para la ciencia. La mayor riqueza se encontró en los bosques montanos entre 1800 y 2400 m s.n.m., principalmente en interior bosque y cañadas. Los resultados de este trabajo constituyen una línea base para dirigir la investigación en ecología, conservación y su potencial ornamental de las gesneriáceas presentes en el Quindío.


  Palabras clave: Andes, biodiversidad, Gesneriaceae, Quindío.

  


  ABSTRACT


  Colombia is the most diverse Neotropical country of Gesneriaceae. Nevertheless, there are gaps in knowledge of the distribution patterns and ecology of this family because of their taxonomic complexity. A list of the Gesneriaceae of the Quindío department with data for habitat and altitudinal distribution is presented in this paper. The herbarium collections of the Herbario Nacional Colombiano (COL) and the Herbario de la Universidad del Quindío (HUQ) were reviewed and fieldwork was carried out between 2009 and 2014 in 70 localities of Quindío. Forty three species and 11 genera were found, with a larger representation of Columnea, Besleria and Kohleria genera; nine species were new records for the Quindío; three were endemic and five species are new to science. The greatest richness was found in the montane forest between 1800 and 2400 masl, mainly in forested areas and streams. The results of this work constitute a baseline to conduct research in ecology, conservation and ornamental potential of Gesneriaceae occurring in Quindío.
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  INTRODUCCIÓN


  La familia Gesneriaceae está representada por 133 géneros y 3240 especies (Skog y Boggan, 2007), clasificadas en cuatro subfamilias (Weber et al., 2013). Presenta una distribución pantropical, aunque algunas especies alcanzan regiones subtropicales y templadas en América, Europa y Asia (Weber et al., 2013). En el Neotrópico, se distribuyen desde México e islas del Caribe hasta Argentina, en donde se encuentran dos subfamilias (Gesneriodeae y Coronantheroideae), cinco tribus, 56 géneros y 1800 especies, con dominancia de los géneros Columnea, Besleria y Drymonia (Clark et al., 2006). Su mayor diversidad se encuentra en el andén Pacifico y los Andes de Colombia y Ecuador (Kvist y Skog, 1993). La mayor riqueza de especies se ha registrado en Colombia, con 360 taxones reconocidos hasta el 2011 (Clavijo et al., 2011). Sin embargo, durante los últimos años el conocimiento de las gesneriáceas en Colombia ha incrementado debido a las exploraciones recientes y la descripción de alrededor de 20 nuevas especies (Clavijo y Clark, 2010; Amaya-Márquez y Marín-Gómez, 2012; Clark y Clavijo, 2012; Mora y Clark, 2012; Amaya-Márquez y Smith, 2013; Amaya-Márquez et al., 2013; Smith, et al., 2013; Clavijo y Clark, 2014; Rodas y Clark, 2014), aunque aún se desconocen muchos aspectos de su ecología y distribución.


  Las Gesneriáceas se distinguen de otros miembros del orden Lamiales por las siguientes sinapomorfias: corola con cinco lóbulos, placentación parietal, ovarios uniloculares bicarpelados, inflorescencia en cimas y semillas pequeñas con presencia de un endospermo (Smith y Carroll, 1997). Sus especies presentan una alta diversidad floral, asociada con diferentes sistemas de polinización (Martén-Rodríguez et al., 2009), los cuales incluyen a colibríes, abejas, mariposas, moscas y murciélagos como principales polinizadores (Wiehler, 1983). Generalmente son hierbas suculentas de sotobosque o lianas con flores vistosas, restringidas a bosques conservados muy húmedos; característica por las que han sido consideradas como indicadores de la calidad del hábitat (Clark y Skog, 2011), aunque también habitan áreas abiertas, bordes de caminos y sustratos rocosos.


  La flora del Quindío se caracteriza por una alta representación de las familias Asteraceae, Melastomataceae, Poaceae, Rubiaceae, Euphorbiaceae y Solanaceae (Vargas 2002; Agudelo, et al., 2006), las cuales han sido revisadas recientemente (Vélez y Rivera, 2001; Agudelo et al., 2006; Maya y Agudelo, 2010). Sin embargo algunos grupos con taxonomía compleja, como Gesneriaceae, aún no han sido estudiados y se desconoce su representación en el Quindío. Los únicos aportes al conocimiento de esta familia son los de Vargas (2002) quien registró diez géneros y 26 especies y el de Vargas y Suárez (2011) quienes estudiaron la riqueza y visitantes florales de las gesneriáceas en un bosque montano del municipio de Salento. Debido a este vacío, a los cambios recientes en la taxonomía de este grupo (Clark, 2005; Clark, 2009; Clark et al., 2012; Smith et al., 2013) y a los nuevos registros obtenidos en campo, se presenta una lista actualizada de las especies presentes en el Quindío con datos sobre su distribución altitudinal y hábitat.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Zona de estudio


  El departamento de Quindío se encuentra en la vertiente occidental de los Andes centrales de Colombia (4°04'-4°44' N y 75°52'-75°24'W), a una altitud comprendida entre 950 m s.n.m., en la cuenca del río La Vieja; hasta 4750 m s.n.m., en el Paramillo del Quindío. El departamento presenta un área de 196183 ha, con una matriz de paisaje dominada por plantaciones agrícolas, café y pastos para ganadería (67 %), junto con elementos de bosque nativo (27 %), parches de guadua, Guadua angustifolia Kunth (3 %) y plantaciones forestales con 3 % (Arbeláez-Cortés et al., 2011).


  Métodos


  Entre junio de 2009 y marzo de 2014, se visitaron 70 localidades (Fig. 1) en donde se realizaron recorridos durante un día en búsqueda de gesneriáceas, estas se recolectaron bajo el permiso: resolución 1891, CRQ; y se fotografiaron en estado fértil para su determinación en herbario. Para cada espécimen recolectado se registró el hábitat, la elevación y el estado reproductivo. Los especímenes se depositaron en el Herbario de la Universidad del Quindío (HUQ) y el Herbario Nacional Colombiano (COL) donde se determinaron mediante comparación con especímenes de referencia, con ayuda de claves taxonómicas (Kvist y Skog, 1992; 1993; Kvist et al., 1998; Skog y Kvist, 2000; Clark, 2005; 2009). Estas determinaciones se corroboraron con ayuda de especialistas en gesneriáceas neotropicales. Por otra parte, se revisaron los ejemplares de la familia en los herbarios HUQ y COL, con estos datos y los disponibles en los herbarios virtuales del Missouri Botanical Garden, The United States National Herbarium y del Selby Botanical Gardens Selby, se construyó una base de datos de las gesneriáceas colectadas en Quindío. Para cada espécimen se registró la especie, la localidad, la elevación, el hábitat y el ejemplar de referencia.
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  RESULTADOS


  Se encontraron 25 especies de gesneriáceas depositadas en el HUQ (110 especímenes) y 28 en el COL (125 especímenes), mientras que con el trabajo de campo se recolectaron 36 especies pertenecientes a diez géneros. Estos datos revelaron 11 géneros y 43 especies para el Quindío (Tabla 1) que representan 11,5% de las especies de Colombia. Los géneros mejor representados fueron Columnea (9 especies), Kohleria (7) y Besleria (6). Las gesneriáceas se distribuyeron desde 1000 hasta 3400 m s.n.m. (Tabla 1; Fig. 2), sin representantes en el páramo. Por otra parte, se destaca una reducción considerable de la riqueza -menor a cinco especies- por debajo de 1500 m s.n.m. (Kohleria spicata, Columnea sanguinea y Besleria solanoides) y arriba de 3200 ms.n.m. (Alloplectus hispidus, Columnea dielsii, C. strigosa, Glossoloma ichthyoderma y Glossoloma velutinum). Besleria solanoides, C. strigosa, G. ichthyoderma, Kohleria inaequalis, K. spicata y K. trianae se encuentran ampliamente distribuidas en un gradiente de 1100 y 1400 m s.n.m., mientras que 17 especies presentan una distribución restringida en una franja de 200 m (Tabla 1). La mayoría de las especies estuvieron asociadas a interior de bosque, cañadas y borde de bosque, con pocas especies en áreas abiertas (Fig. 3).
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  DISCUSIÓN


  La representación de gesneriáceas en el Quindío es baja en comparación con la alta diversidad presente en los departamentos con influencia del Chocó biogeográfico (Kvist y Skog, 1993; Clavijo et al., 2011). En Antioquia se han registrado 25 géneros y 135 especies (Clark, 2011); mientras que en Chocó, Valle del Cauca, Cauca y Nariño, se pueden encontrar entre 120 a 170 especies (Marín-Gómez, obs. pers.). Sin embargo, la riqueza de gesneriáceas del Quindío es similar a la registrada para los Andes orientales en Boyacá (37 especies) y Cundinamarca (47 especies, Clavijo, 2005). La mayor diversidad de gesneriáceas en Colombia se presenta entre el nivel del mar y 1500 m s.n.m. en tierras bajas del pacífico y los Andes occidentales (Clavijo et. al., 2011). Sin embargo en el Quindío la mayor riqueza se encontró en los bosques montanos entre 1800 y 2400 m s.n.m., (Fig. 2), similar a lo encontrado en Boyacá, Cundinamarca (Clavijo, 2005) y Antioquia (Clark, 2011).


  Para el Quindío se habían reconocido 26 especies de gesneriáceas agrupadas en 10 géneros (Vargas, 2002); sin embargo 12 de estas presentaron errores de determinación y además carecían de un ejemplar de referencia (Tabla 2). Por otra parte, nuestros resultados indican que nueve especies son nuevos registros para el Quindío (Fig. 4): Alloplectus inflatus, Columnea dimidiata, C. fuschihirta, C. dielsii, C. ericae, Glossoloma tetragonum, Drymonia lanceolata, Gasteranthus sp. 1 y Heppiella repens. Entre estas se destaca Columnea ericae, una especie relativamente común que solo encontramos en interior de bosque muy húmedo en el Cañón del Río Barbas (Filandia) entre 1800 y 1900 m s.n.m. Esta especie es predominantemente amazónica y ha sido registrada en el sur oriente y occidente de Colombia y oriente de Perú y Ecuador, entre 200 y 1200 m s.n.m., (Kvist y Skog, 1993). Nuestros datos representan el primer registro para la Cordillera Central a 79 Km de la localidad más cercana en la Cordillera Occidental, en el municipio de San José del Palmar, en el departamento del Chocó). Es interesante que poblaciones de esta especie se encuentran hasta 600 m más arriba que las registradas en la Cordillera Occidental.
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  Tres taxones presentan distribución restringida en Colombia y son de interés en conservación: Gasteranthus calcaratus subsp. calcaratus especie endémica del Valle geográfico del Cauca (Skog y Kvist, 2000), Kohleria inaequalis var. ocellata restringida a la Cordillera Central en Quindío, Caldas y Antioquia; y Kohleria trianae una endémica y abundante en bosques montanos del Quindío y Tolima (Kvist y Skog, 1992). Cinco especies son nuevas y se encuentran restringidas a la franja de bosque montano en Quindío y Risaralda (Fig. 4): Columnea sp.1, es una especie común en sotobosque muy húmedo y forma parte del complejo de especies de C. sanguinea (Amaya-Márquez, com. pers.); Columnea sp. 2, es de hábito epífito, afín a Columnea ovatifolia y C. colombiana (Smith y Clark, com. pers.); Drymonia sp. 1 y Drymonia sp. 2, son dos especies raras que se encuentran restringidas al interior de bosque en áreas muy húmedas (Clavijo, com. pers.), mientras que Glossoloma velutinum se encuentra restringida al bosque altoandino (Rodas y Clark, 2014).


  No hay evidencia de amenazas de las gesneriáceas en el Quindío. La mayoría de las especies crecen en áreas de interior de bosque, pero también crecen en áreas con alto grado de perturbación (Kvist y Skog, 1992; Kvist et al., 1998). Especies del género Kohleria son abundantes en borde de carretera y plantaciones forestales (Tabla 1); sin embargo las especies de Columnea y Drymonia que se encuentran asociadas a cañadas que limitan con plantaciones forestales, pueden estar afectadas por la cosecha de madera en estas zonas y quedar expuestas a la desecación y pérdida de hábitat, tal y como ha sido demostrado por Kvist et al., (2004) en Ecuador. Además el hábito epífito de las especies de estos géneros las pueden hacer más vulnerables a la deforestación (Kvist et al., 2004).


  CONCLUSIONES


  Las gesneriáceas son un componente florístico representativo de la flora del Quindío, con 43 especies, de las cuales nueve, tienen distribución restringida y cinco son especies nuevas para la ciencia. Los resultados de este trabajo constituyen una línea base para dirigir la investigación en ecología, conservación y el potencial ornamental de las gesneriáceas presentes en el Quindío.
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  RESUMEN


  Las microalgas poseen atributos para la bioindicación, el estudio de algas perifíticas en ecosistemas fluviales tropicales, es de vital importancia ya que permite interpretar la dinámica de estos ecosistemas con importancia ecológica y con vocación para ofrecer servicios de abastecimiento. Para este estudio se seleccionaron tributarios de la cuenca media del río Gaira (SNSM), se evaluó el proceso sucesional de microalgas perifíticas, siguiendo el avance de la comunidad desde enero hasta abril de 2012, mediante la metodología de sustratos artificiales. El propósito fue analizar la variación en la estructura de la comunidad, durante el proceso de sucesión y evaluar los factores ambientales que determinan esta variación en un rio tropical. Los resultados destacan caudal, luz y oxígeno disuelto los cuales presentaron los valores más altos para el tributario C (Jabalí); el pH fue ligeramente básico para todos los sitios, la temperatura y conductividad presentaron valores más altos en el tributario A (Honduras). Durante las primeras semanas de exposición del sustrato Melosira varians y Lyngbya sp. fueron dominantes para los tributarios A y B (La Picúa), mientras que para el tributario C lo fueron Fragilaria sp., Nitzschia sp. y Melosira varians. Después de la cuarta semana de colecta se registraron los mayores valores de diversidad y riqueza de especies. Fueron más notorios los cambios en densidad que en composición de especies, a pesar de esto el proceso de sucesión fue completo y se evidenció la presencia de especies pioneras (Lyngbya sp., Nitzschia sp.), intermedias (Melosira varians, Cocconeis placentula) y tardías (Surirella sp.).


  Palabras clave: especies intermedias, especies pioneras, especies tardías, microalgas, perifiton, sucesión.

  


  ABSTRACT


  Microalgae have attributes for bioindication, the study of periphytic algae in tropical river ecosystems, is vital as it allows interpreting the dynamics of these ecosystems and ecological importance vocation to offer catering services. For this study were selected tributaries of the middle basin of Gaira (SNSM) River, the successional process periphytic microalgae was evaluated following the progress of the community from January to April 2012, using the methodology of artificial substrates. The purpose was to analyze the variation in community structure during the succession process and assess environmental factors that determine this variation in a tropical river. The results highlight flow, light and dissolved oxygen which presented the highest for tax C (Jabalí) values; the pH was slightly basic for all sites, temperature and conductivity showed the highest values in the tax A (Honduras). During the first weeks of exposure of the substrate Melosira varians and Lyngbya sp. were dominant for tributary A and B (La Picúa), while for the tributary C they were Fragilaria sp, Nitzschia sp and Melosira varians. After the fourth week of collecting the highest values of diversity and species richness recorded. Were greatest density changes in species composition, despite this the succession process was complete and the presence of pioneer species (Lyngbya sp, Nitzschia sp), intermediate (Melosira varians, Cocconeis placentula) and late (Surirella sp).


  Keywords: algae, intermediate species, late species, periphyton, pioneer species, succession.

  


  INTRODUCCIÓN


  Wetzel (1983), define el perifiton como una comunidad compleja de microorganismos adheridos a un sustrato (vivo o muerto, natural o artificial, orgánico o inorgánico) sumergido, esta definición toma en cuenta el aspecto estructural y funcional de estas comunidades y goza de gran aceptación por la comunidad científica y se mantiene en la actualidad. Las algas constituyen la mayor parte del perifiton (Moschini et al., 2001), estas son los productores dominantes en ecosistemas fluviales de orden inferior tales como arroyos o tributarios (Hill, 1996). La mayoría de las algas de estos ambientes se adhieren sobre cualquier tipo de sustrato del lecho, así las que se desarrollan en piedras se conocen como epilíticas, sobre sedimentos suaves o fango epipélicas y las que crecen sobre plantas epifíticas (Hauer y Lamberti, 2007); las algas de agua dulce en su mayoría están representadas por cianobacterias, algas verdes (Clorophytas), diatomeas (Bacillariophyceae) y algas rojas (Rodophytas) (Stevenson et al., 1996). Por su gran número de especies y la diversidad de sus formas de vida, las diatomeas son el principal grupo de algas en los ríos (Elosegui y Sabater, 2009).


  El ensamble de las especies en la comunidad perifítica se desarrolla básicamente en tres etapas (Gamboa et al., 2003); colonización, agrupamiento y crecimiento y formación de la matriz extracelular. La primera etapa se caracteriza por la presencia de bacterias y algas de menor tamaño; en la segunda etapa se da un crecimiento exponencial de las especies, a su vez algas de mayor tamaño con estructuras de fijación y algas coloniales menores colonizan el sustrato; la tercera etapa, se considera una fase madura en donde predominan diatomeas pedunculadas, cianobacterias y algas verdes (Esteves, 2011).


  Stevenson et al., (1996) afirman que el proceso de colonización, crecimiento y desarrollo de la comunidad fitoperifítica comienza con especies pioneras, de vida corta y tasas reproductivas altas (Lyngbya, Melosira, Fragilaria, etc.), que preparan el ambiente para la llegada de especies intermedias (Cocconeis, Nitzschia, etc.) y termina con la entrada de especies tardías de ciclos de vida más complejos y tasas reproductivas más lentas (Surirella, Gomphonema, Closterium, entre otras). Las especies pioneras son buenas colonizadoras, ya que presentan un crecimiento rápido; estas preparan el medio para la aparición de especies intermedias y tardías, las cuales pueden crecer y desplazar a las pioneras. Estas situaciones son comúnmente conocidas por el término de sucesión, que Begon (2007) define como patrones continuos, direccionales y no estacionales de colonización y extinción en un sitio por poblaciones. Es por tanto un proceso de desarrollo ordenado que muestra cambios en la estructura (composición, abundancia, riqueza y diversidad específica) de la comunidad en el tiempo, y es resultado de la modificación del medio físico por la comunidad (Odum, 1986; Lewis et al., 1999).


  La comunidad controla el proceso sucesional, pero el medio físico es el que maneja el tipo, la velocidad y los límites del mismo; esto presenta a la sucesión como respuesta a los cambios en la luz, los nutrientes y las pérdidas por herbivoría, lavado hidráulico, sedimentación y muerte fisiológica a que se ve sometida la comunidad (Margalef, 1983; Roldán y Ramírez, 2008).


  En ríos de la Sierra Nevada de Santa Marta no hay estudios publicados que evalúen los aspectos ecológicos de las comunidades de algas. No se conoce el patrón de colonización y sucesión de la comunidad de microalgas perifíticas y cómo este proceso se ve influenciado por las variables ambientales; lo cual hace necesario que en esta zona se realicen estudios que involucren teoría ecológica aplicada, generen nuevo conocimiento y, a la vez, sirvan de base para futuras investigaciones que permitan la evaluación ambiental integral en estos ecosistemas.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  El sitio de muestreo comprende tres tributarios de la cuenca media del Río Gaira (Fig. 1), en esta zona existen grandes extensiones de cultivos de diversas variedades de café (Sierra et al., 2009).


  [image: ]


  Se establecieron tres sitios de muestreo (tributarios) con diferente grado de intervención antrópica. Los impactos que caracterizan a cada tributario se identificaron de manera cualitativa, mediante visitas previas, lo que permite definir los siguientes impactos antrópicos: (1) deforestación de la cobertura vegetal nativa de la rivera, (2) modificación de la cobertura vegetal de la ribera, reemplazada por vegetación exótica o de interés agrícola (3) contaminación del agua por residuos orgánicos. El sitio de referencia o tributario en buenas condiciones, de gran interés para su conservación y protección, fue definido con base en estudios anteriores y visitas de campo, con una ubicación (altitudinal, geomorfológica y formación vegetal) similar a la de los sitios impactados (para que los resultados obtenidos sean comparativos entre sitios de referencia e impactados).


  Los tributarios de primer orden seleccionados se encuentran en la cuenca media del Río Gaira en entre los sectores Honduras y Jabalí Alto, El primero llamado Honduras ubicado a 11° 07' 22.01'' Norte y 74° 05' 42.05'' Oeste, el segundo La Picúa a 11° 07' 0.7'' Norte y 74° 05' 03.4'' Oeste y el tercero El Jabalí a los 11° 07' 09.9'' Norte y 74° 04' 52.3'' Oeste.


  El primer tributario Honduras, se encuentra en la parte baja de la Hacienda La Victoria a 900 m s.n.m y constituye una zona de alta intervención antrópica debido a la tala y quema del bosque, con fines de adecuación de la zona para el cultivo de café. Un tramo de este tributario atraviesa el lugar donde es procesado el café, esto supone un cambio drástico en la dinámica natural del sistema. El segundo tributario se encuentra cerca de la parte alta de la hacienda a 1100 m s.n.m., este se encuentra intervenido en menor proporción que el anterior, sin embargo recorre una gran parte de los cultivos por lo que se ve expuesto a la entrada de sustancias químicas como pesticidas y nutrientes lo cual altera las condiciones naturales que el sistema pudiera presentar. El tercer tributario (Jabalí) se encuentra en la parte más alta de la hacienda a unos 1200 m s.n.m. y presenta poca intervención antrópica, por lo que se considera altamente conservado.


  Fase de campo


  El estudio se llevó a cabo durante enero y marzo de 2012 en época seca, las muestras biológicas se colectaron en sustratos artificiales cerámicas (1,7cm x 0, 59cm), Se realizó un muestreo integrado de nueve montajes de colonización distribuidos en tres tributarios. Cada montaje estuvo compuesto por 30 cerámicas. Los sustratos fueron ubicados en el lecho del tributario (10 – 20 cm de profundidad aprox.), se dejaron por un tiempo de ocho semanas según lo sugerido por Lobo y Buselato (1985). Se tomó semanalmente una lámina de cerámica para cada análisis (cualitativo y cuantitativo) y con ayuda de un cepillo de cerdas duras se retiró 1 cm2 de la biopelícula, el material se transfirió a un envase plástico y se preservó en solución Transeau (Bicudo y Menezes, 2006).


  Adicional para cada tributario semanalmente se midieron in situ con una sonda Multiparámetro marca WTW Multi 350i/SET las variables: temperatura del agua y ambiental (°C), pH (unidades de pH), conductividad eléctrica (µS/cm), oxígeno disuelto (mg/L), y mediante un Luxómetro MLM-1010 MINIPA se evaluó la cantidad de luz (LUX) en cada estación de muestreo. Se tomaron muestras semanales de agua para determinación de nutrientes. En laboratorio se hizo análisis de nitritos (μg/L-N-NO2) y amonio (μg/L-N-NO4) por el método colorimétrico, nitratos (μg/L-N-NO3) por el método de reducción de cadmio y fosfatos (μg/L-P-PO4 ) por el método del ácido ascórbico (APHA, 2005).


  Las variables hidrológicas: velocidad de corriente (m/s) y caudal (m3/s) se midieron durante cada muestreo con ayuda un correntómetro marca OTT Z30.


  Fase de laboratorio


  Las muestras biológicas se procesaron en laboratorio, el material que presentó abundante materia orgánica se limpió mediante el método de oxidación en peróxido de hidrógeno (CEN/TC 230, 2002).


  Se montaron los preparados fijos en Naphrax y placas para Microscopia Electrónica de Barrido (MEB) (CEN/TC 230, 2002), las muestras se fotografiaron en el laboratorio de microscopía electrónica de la Sede de Investigación Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia. .


  Identificación


  Para la determinación taxonómica se utilizaron las claves y descripciones de Lange-Bertalot (1993, 1999, 2001), Bicudo y Menezes (2006) y Tremarin et al., (2010).


  Determinación cualitativa y cuantitativa de microalgas


  De la fracción de muestra reservada para el análisis cuantitativo, las muestras se concentraron, por sifoneo, hasta un volumen de 10 ml. El conteo se realizó en cámara de conteo Sedgwick-Rafter de 2 ml y se procedió a contar campos aleatorios hasta 300 células del taxón más abundante (Ramírez, 2000), la cuantificación de los organismos se obtuvo mediante la fórmula propuesta por Hauer y Lamberti (2007) donde la densidad se expresa en número de células por área de superficie (cm2).


  Análisis de datos


  Para evaluar la comunidad de microalgas perifíticas se estimó la riqueza específica, el índice de diversidad de Shannon y dominancia de Simpson.


  Se realizó un escalamiento multidimensional no métrico (nMDS) para identificar tendencias espaciales y temporales de las variables ambientales y fisicoquímicas que influyen en la estructura del ensamblaje de microalgas en los diferentes tributarios evaluados. Se hizo un análisis descriptivo con gráficas de barras para representar las abundancias absolutas de microalgas durante todo el estudio.


  La estadística inferencial se realizó mediante análisis de varianza y de correlación, que requirieron la comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de los residuos, los cuales no se cumplieron, por lo que se realizaron pruebas no paramétricas. El análisis de correlación de Spearman (rs), se usó para evaluar la asociación entre las variables ambientales, entre tributarios y muestreos. El Análisis de Correspondencia Canónica (ACC) se utilizó para determinar la relación de las variables ambientales evaluadas con las principales formas de microalgas encontradas. El paquete estadístico utilizado para los diferentes análisis estadísticos fue el R versión 2.11.01.


  RESULTADOS


  Variables ambientales


  Los valores absolutos de las variables físicas, químicas e hidrológicas evaluadas para cada uno de los tributarios se muestran en la Tabla 1. En general, todos los sitios presentan bajos valores de caudal, con concentración de nutrientes baja y pH básico. Los mayores valores de oxígeno 8,16 mg/L, pH 9,15, Luz 51000 lux y caudal 1,59 m3/s se registraron en el tributario C (menor impactado); en el tributario A (mayor impactado), se presentaron los mayores valores de conductividad 77 μS/cm, temperatura 19 °C y amonio 1,91 mg L-1. El tributario B (medianamente impactado), presentó los valores más altos de nitratos (3,54 mg L-1).
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  La velocidad de corriente fue una de las variables que mostró mayor diferencia entre sitios, los valores más altos combinados para los tres tributarios se presentaron durante el quinto muestreo; el tributario La Picúa (medianamente impactado), presentó los menores valores de velocidad de corriente y, durante la tercera semana de colonización, llegó a un mínimo de 0,043 m/s; los tributarios La Victoria y La Picúa presentaron mucha variación durante los ocho muestreos, por el contrario en Jabalí estos valores se mantuvieron estables (Fig. 2).
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  Los resultados del análisis de ordenación (nMDS), muestran que, dentro del grupo de factores evaluados, la mayor variación se presentó en la química y física del sistema, seguida de la hidrología. La distribución de los tributarios en el análisis muestra la importancia del tributario C (menor impactado) con una variación determinada por la gran entrada luz y el aumento del caudal (Fig. 3 superior); el tributario B (medianamente impactado) está más relacionado con factores químicos como el pH y Nitritos; en el tributario A (mayor impactado) la variación estuvo determinada por el oxígeno y la temperatura. El análisis npMANOVA indica que los tramos evaluados presentan una diferencia en cuanto a las variables ambientales que los caracterizan (Seudo F=4,85, g.l. 2, p=0,002) (Fig. 3 superior).
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  VARIABLES BIOLÓGICAS


  Estructura y dinámica de la comunidad


  La diversidad ecológica de la comunidad presentó una ligera variación durante los ocho muestreos (Fig. 3 inferior), el valor más bajo se dio para el tributario La Victoria en el primer muestreo, mientras que la diversidad más alta la tuvo el tributario Jabalí durante la cuarta semana de colecta. El tributario que en promedio presentó el mayor valor de diversidad fue La Picúa (Tabla. 2), caso contrario ocurrió con Jabalí y La Victoria, en donde se presentó baja diversidad en las primeras semanas de colecta y posteriormente aumento con el tiempo, lo que dio lugar a la variabilidad presentada en este atributo ecológico.
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  La Victoria (tributario A)


  Durante las ocho semanas de muestreo, realizadas en La Victoria, se colectaron 4395 células, distribuidos en 20 géneros y 25 taxa, de los cuales Bacillariophyceae registró el mayor aporte con 23 especies, las Chlorophytas y Cyanophytas solo presentaron un taxón cada una.


  Melosira varians fue una de las especies con mayor abundancia, común para todos los muestreos; las primeras cuatro semanas mantuvo un aumento progresivo entre 50-100 células, después de la cuarta semana duplicó su densidad llegando a un máximo de 229 células y finalmente el octavo muestreo sufre perdidas y reduce su densidad a 67 células. El mismo patrón de se observa en Cocconeis, Planothidium, Eolimna y Fragilaria. Géneros como Surirella y Chamaepinnularia sólo aparecen después de varias semanas de exposición del sustrato (Fig. 4).
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  Otros géneros que hicieron aportes importantes a la densidad de algas de la comunidad de algas fueron Navicula, Caloneis, y Achnanthes. Del grupo de Cyanophytas el género Lyngbya estuvo presente las primeras semanas de colonización, después de la quinta semana desapareció.


  El tributario La Victoria tuvo valores de riqueza (25 taxa) y dominancia (D: 0,14) por encima de Jabalí (menor impactado), sin embargo, fue menos diversa (Tabla. 2); a su vez, fue notoria la presencia de algunos organismos con anormalidades como Cocconeis placentula que presentó formas teratológicas (Fig. 5).
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  La Picúa (tributario B)


  En La Picúa se registraron 2872 células distribuidas en 25 especies pertenecientes 20 géneros, de los cuales Bacillariophyceae registró 24 especies, Cyanophyta solo un taxa. La Picúa, a pesar de presentar un menor número de células, mostró una diversidad mayor (H'= 2,547) respecto a los otros tributarios; esto debido a las pocas abundancias de los taxa dominante; en cierto grado esto refleja el poco impacto al que se ve sometido (D= 0,12) (Tabla. 2).


  En la Picúa, Melosira, Planothidium y Chamaepinnularia se muestran como colonizadoras de estadios intermedios, acumulando un gran número de organismos luego de varias semanas de colonización; Cocconeis, Navicula, Nitzschia, hicieron aportes importantes a la densidad total de la comunidad (Fig. 4). Lyngbya, del grupo de Cyanophytas; aunque estuvo presente las primeras semanas de colonización, no presentó abundancias significativas y, para las últimas semanas, no se vuelve a encontrar.


  Jabalí (tributario C)


  Durante los ocho muestreos realizados en Jabalí se registraron 4970 células distribuidos en 20 géneros y 22 especies, de los cuales Bacillariophyceae realizó el mayor aporte con 21 especies, el grupo Chlorophyta solo hizo un aporte. Jabalí presentó la mayor cantidad de organismos y un valor alto de diversidad (H'= 2,44) (Tabla. 2), lo que se relaciona con el grado de conservación que presenta.


  La fase de acumulación y crecimiento de la comunidad de microalgas ocurre de forma mucho más eficiente y rápida en Jabalí, en comparación con los otros tributarios: así pues, entre el tercer y cuarto muestreo, la comunidad da señales de estabilidad en términos de abundancia y composición de especies (Fig. 4).


  Densidad y estrategias morfológicas de la comunidad


  Las variaciones semanales en la densidad de microalgas indica cambios en los patrones de abundancia de la comunidad con relación a la edad de sucesión; sin embargo, aunque hubo cambios en la densidad, la composición de las especies se mantuvo estable con la edad de sucesión, es decir, no aparecen nuevas especies después de algún tiempo de colonización (cinco semanas) y la densidad de la comunidad no aumenta de forma considerable y el sustrato llega al límite de su capacidad de carga (Fig. 2).


  Semanalmente en las muestras colectadas se halló que la composición en cuanto a morfología y especies dominantes varió; la forma de estos organismos es una característica interesante a lo largo de la sucesión: la forma prisma elíptico y cilindro fueron las que presentaron mayor aporte a la estructura de la comunidad, seguidas por las formas de prisma sobre paralelogramo, caja y Cymbelloide (Fig. 6 izq.). En la forma de prisma elíptico los géneros Fragilaria sp., Achnanthes sp. y Navicula sp., fueron los que más aportaron a la densidad; para la forma de cilindro, la totalidad de los aportes fueron hechos por Melosira varians.
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  El ACC realizado para resumir la relación de las principales formas de microalgas con las variables ambientales evaluadas (Fig. 6 derecha) describe, con los dos primeros ejes significativos, el 54,9 % de la varianza de la morfología de las especies. Las formas cilindro y prisma sobre paralelogramo se relacionan de forma positiva con el aumento en los niveles de amonio. Por el contrario, las formas de caja, prisma elíptico y Cymbelloide disminuyen a medida que se presentan valores más altos de oxígeno y presencia de luz. La temperatura describe el comportamiento de las formas Gomphonemoide y prisma en forma de hoz.


  DISCUSIÓN


  Variables ambientales


  Durante el periodo de estudio, los tres sistemas presentaron ligeros cambios en cuanto a las variables ambientales evaluadas; las concentraciones de nutrientes, amonio, nitratos y nitritos (Tabla 1), están dentro del rango de concentraciones tolerables que favorecen el crecimiento de las comunidades de microalgas perifíticas (Hall et al., 2003).


  Tributario A (La Victoria, mayor impactado)


  El aumento en la temperatura del agua, especialmente durante las últimas semanas de colonización y el caudal bajo llevaron a mayores valores de conductividad, generalmente altos, debido a que esté tributario atraviesa asentamientos humanos y recibe desechos producto del proceso de tratamiento del café. Los valores de conductividad de este tributario son altos 77 μS cm-1 comparados con los del cauce principal del Rio 40 μS cm-1, Rodríguez (2013) reporta valores similares (38 μS cm-1–40 μS cm-1) para el río en esta misma zona; este aumento sustenta, en cierta parte, el impacto que tiene la producción agrícola y los asentamientos humanos en este recurso hídrico. Un comportamiento similar para la conductividad, en relación con la caracterización en ríos de alta montaña tropical, fue reportado por Donato y Martínez (2003) en el río Tota.


  Tributario B (La Picúa, medianamente impactado)


  Las variables químicas fueron el factor determinante; este tributario recorre un área de explotación agrícola (cafetera); y lo que causa mayor impacto es la extracción de la vegetación nativa (observada en campo). El drenaje del agua depende de que exista una cubierta vegetal permanente; cuando el suelo queda expuesto, se genera un disturbio que lo afecta (Catalán y Catalán, 1987); desde luego, la variabilidad de sustancias que pueden ser liberadas al agua de este tributario es enorme; esto representa un disturbio para las comunidades, en términos de composición y abundancia, y para los organismos y sus procesos metabólicos.


  Tributario C (Jabalí, menor impactado)


  Presentó condiciones ambientales que estuvieron determinadas principalmente por el caudal (Fig. 3 superior) y la penetración lumínica. Las microalgas del perifiton son afectadas, en orden jerárquico, por las variables climáticas, hidrológicas, físicas y químicas. Pequeñas variaciones en el caudal son suficientes para desestabilizar las comunidades de microalgas perifíticas, y retrocederlas de estadios de sucesión avanzados, lo cual mantiene la comunidad en etapas tempranas de sucesión (Margalef, 1993).


  La luz fue un factor determinante para este tributario, debido a la importancia que tiene un adecuado nivel de radiación para los autótrofos; los niveles óptimos de luz difieren entre diferentes grupos de fotosintetizadores y existe evidencia de que la intensidad de la luz es el principal factor discriminante en la composición de la comunidad de algas (Ghosh y Gaur, 1994; Hill, 1996); la división Chlorophyta requiere mucha más intensidad de luz que las Bacillariophyceae (diatomeas) y las Cyanophytas; el registro de Closterium parvulum (Chlorophyta) en este tributario, con mayores abundancias que en los otros sitios, mostró que la disponibilidad de luz es un factor que controla la densidad de las algas en los ríos tropicales.
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  Variables biológicas


  Patrón de sucesión de la comunidad de microalgas perifíticas


  Para los tres sistemas, la densidad de algas se incrementó con la edad de sucesión y este aumento estuvo regulado principalmente por los taxa dominantes; la mayoría de las especies dominantes pioneras mantuvieron poblaciones con densidades altas, sin embargo para el caso del género Lyngbya se aprecia un proceso de sustitución ya que desaparece de los tributarios La Victoria y La Picúa al tiempo que se da el crecimiento de especies de colonización intermedia como Cocconeis placentula y Planothidium sp. A pesar de esto, para los tres tributarios, el proceso de sucesión de microalgas perifíticas está caracterizado por la acumulación en las especies, más que por el cambio en la composición, concordando con lo encontrado por Castellanos y Donato (2008) en el río Tota.


  Para la comunidad de microalgas perifíticas en los tributarios estudiados, se pudieron apreciar cuatro fases en el desarrollo: colonización, acumulación, crecimiento y pérdida.


  Tributario A (La Victoria)


  Presentó las cuatro fases muy marcadas: la primera, fase de colonización, se dio durante la primera semana de exposición de los sustratos se caracterizó porque el sustrato virgen recibió los primeros inóculos de algas presentes en la columna de agua, entre ellas algunas Cyanophytas pero, en su mayoría, especies de diatomeas como Cocconeis placentula y Melosira varians; especies pioneras a intermedias. La segunda fase, acumulación, se presentó entre la segunda y la cuarta semana, estuvo caracterizada por la aparición de nuevas especies como Chamaepinularia sp. y Navicula sp. colonizadoras pioneras de bajo perfil debido a que colonizan muy rápido sustratos expuestos (Bicudo y Menezes, 2006); a su vez en esta fase continua un aumento, aunque leve en la densidad de las especies pioneras.


  La tercera fase, crecimiento, estuvo marcada por la aparición de un nuevo género en la comunidad, se trata de Surirella y el aumento significativo en la densidad de las algas dominantes tardías (Planothidium sp., Nitzschia sp. y Surirella ) (Fig. 4), y de algunas de las especies tempranas (Melosira varians, y Cocconeis placentula); en esta etapa se aprecia la desaparición de especies pioneras como Lygnbya sp., que desaparece paulatinamente a medida que se encuentra un mayor número de células de Surirella sp. en el sustrato. Los estados tempranos de sucesión son dependientes del aporte de especies por la corriente de agua y cuando las especies tardías comienzan a tener un crecimiento importante, desplazan a las tempranas y se reduce la diversidad de la comunidad (Mc Cormick y Stevenson, 1991).


  La cuarta fase, pérdida, se presentó entre la séptima y octava semana de exposición, y se debió principalmente a dos razones: la primera, el sustrato alcanzo su capacidad de carga; la segunda razón, el aumento en el caudal de las últimas semanas generó inestabilidad en el sustrato lo que provocó el desprendimiento de algunas formas de algas, principalmente las formas cilíndricas representadas fundamentalmente por Melosira varians, las cuales forman largas colonias en formas de cadenas y quedan mucho más expuestas a la acción de la corriente; pequeñas variaciones son suficientes para mantener inestables a las poblaciones retrocediéndolas a etapas previas de sucesión.


  Tributario B (La Picúa)


  Solo se observaron las tres primeras fases; la colonización durante la primera semana de exposición del sustrato; sin embargo, el número de algas por especie fue menor comparado con los valores encontrados en La Victoria; en términos de composición, La Picúa y La Victoria fueron similares ya que presentaron las mismas especies; esto probablemente se deba al impacto ambiental que presentan ambos sitios.


  La fase de acumulación se desarrolló más rápidamente (alrededor de dos semanas) que en La Victoria; de igual manera, se caracterizó por la aparición de nuevas especies colonizadoras de estadios pioneros a intermedios como Cocconeis, Planothidium, Caloneis y Chamaepinularia; a su vez se presentó un leve aumento en la densidad, no solo de las especies pioneras, sino de todas las especies presentes, lo cual permitió mayor estabilidad en la estructura de la comunidad.


  La fase de crecimiento se dio desde la cuarta hasta la octava semana de exposición del sustrato. Aunque hubo aumento en la densidad de todas las especies presentes en el sustrato, solo hubo dominancia algunas de las especies colonizadoras tempranas, a excepción de Lyngbya sp, que al igual que en ocurre en La Victoria desaparece paulatinamente con la aparición de colonizadoras tardías como las del género Surirella y Planothidium. Algunas especies se mantienen, gracias a la alta tasa de crecimiento a pesar de la reducción en la penetración lumínica; la cual es producto de la obstrucción y competencia con especies de colonización posterior como Planothidum sp. y Surirella la cual es de gran tamaño y ocupa una mayor área. Otras especies presentan adaptaciones morfológicas como pedúnculos que les permiten levantarse en el sustrato en busca de luz y nutrientes; lo que les permite mantenerse y sobrevivir en avanzadas etapas del proceso sucesional. La variabilidad ambiental genera disturbios que promueven la coexistencia de especies (Conell, 1978), lo que permite que algunas especies se tornen más abundantes que otras y da lugar que opere el principio de exclusión competitiva (Sousa, 1979) y desaparezcan especies. La fase de perdida no se pudo apreciar para este tributario.


  Tributario C (Jabalí)


  Las fases de desarrollo sucesional de algas perifíticas en este tributario se presentan en un periodo de tiempo menor que en los otros sitios estudiados; en la fase de colonización, durante la primera semana de exposición del sustrato, se presenta un equilibrio en cuanto a la abundancia de los taxa que el sistema ha inoculado; es decir, hasta el momento, en la comunidad no hay dominancia marcada por unas pocas especies.


  La fase de acumulación se dio entre la tercera y cuarta semana de exposición del sustrato, se caracterizó principalmente porque se mantuvieron las especies colonizadoras tempranas; esta fase muestra una marcada dominancia de los taxa Fragilaria sp., Melosira varians y Nitzschia sp. especies consideradas como colonizadoras de estadios pioneros.


  La fase de crecimiento se da a partir de la tercera semana, en donde se equilibra un poco la dominancia que presentó la comunidad en la fase anterior, ya que en esta fase la mayoría de especies aporta un número significativo de organismos, sin embargo, taxa como Achnanthes sp. y Caloneis sp. mantienen pequeñas poblaciones y siguen una tendencia a ser sustituidas en la comunidad.


  La fase de pérdida se marca claramente en la sexta semana y aunque los valores de caudal se mantienen estables, la resistencia de la comunidad al flujo de la corriente es mucho mayor debido al consecuente aumento en su estructura y densidad. Para La Victoria se da un proceso de sucesión incompleto debido a que los cambios giran en torno a la densidad de las especies más que a la sustitución de las mismas, sin embargo, la dinámica que sigue la comunidad es hacia la pérdida de algunas especies desplazadas por otras; un ejemplo de esto es la tendencia que siguen Achnanthes y Caloneis.


  Los tres tributarios estudiados presentan poca diferencia en cuanto a las fases de desarrollo de la comunidad durante la sucesión, el hecho que la diferencia no sea tan marcada radica en que la estructura y composición de especies fue muy similar; sin embargo, se destacan aspectos de mucha importancia que pueden ser utilizados como insumo para la caracterización de sitios impactados o poco impactados; por ejemplo, de acuerdo a los resultados encontrados, se puede decir que una medida directa de contaminación está ligada a la estructura y fisiología de los organismos; entre los efectos producidos en algunos organismos de la comunidad de diatomeas encontramos cambios en la estructura y forma del frústulo, modificaciones que alteran la simetría de las valvas y la regularidad de su ornamentación, conocidas bajo el nombre de formas teratológicas (Durán, 2008). Aunque estas deformaciones pueden ser originadas por causas naturales, está comprobado que las condiciones adversas del medio inducen a la formación de formas teratológicas en algunas especies de diatomeas, utilizándose la presencia de estas formas como indicador de estrés químico o contaminación (McFarland et al., 1997; Stevenson y Bahls, 1999). La especie Cocconeis placentula se encontró con formas teratológicas (cinco células amorfas) solo en el tributario de mayor impacto (La Victoria) y no se asume que pueda ser producto de la acción física de la corriente, ya que este tributario presentó valores de caudal muy por debajo del tributario mejor conservado (Jabalí). Cocconeis sp. vive en aguas con pH ligeramente básico y no soporta las aguas completamente limpias, y aunque habita mejor en zonas con pequeñas cantidades de materia orgánica, tampoco soporta un elevado nivel de contaminación, por lo que pueden presentarse formas teratológicas (Flickr, 2013); este hallazgo puede reflejar el impacto a que se ven sometidas las algas del perifiton y a su vez las comunidades del ecosistema en general por tener un mayor grado de intervención antrópica (Fig. 5).


  CONCLUSIONES


  En el proceso de sucesión de algas perifíticas en tributarios del río Gaira, son más notorios los cambios en la densidad algal que los cambios en la composición de especies, pese a esto el proceso sucesional es completo; la desaparición en etapas tardías de algunas especies pineras o de colonización temprana (Lyngbya sp., Caloneis sp.), y la consecuente aparición de colonizadoras de estados más avanzados (Planothidium sp., Surirella sp.); demuestran variación en la estructura de la comunidad de microalgas perifíticas completando la sucesión.


  Al evaluar la comunidad de microalgas perifíticas en la cuenca media del río Gaira, se encontró que la composición en términos generales fue similar para los tres tributarios estudiados; sin embargo la exclusividad de los géneros Lyngbya y Surirella en los tributarios A y B permitió una mayor riqueza para estos sitios. La diversidad más alta se encontró en el tributario Jabalí C; la diversidad no es estrictamente una medida de impacto en ríos tropicales, pero es un insumo importante para medir la estabilidad de un ecosistema y cuantificar los efectos que una perturbación tiene sobre un ecosistema en particular.


  Este es un estudio pionero por lo que se convierte en un referente para futuras investigaciones, se recomienda realizar estudios en la ecología de las algas, que incluyan muestreos periódicos durante un año completo para analizar la variación que pueda presentarse en determinada época del año (lluvia y sequía), y que contemplen un gradiente altitudinal.
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  RESUMEN


  Entre los años 1993 y 2007 se determinó la evolución de la integridad ecológica de dos corrientes del piedemonte llanero del Meta, los caños Mateguadua y Caibe en proximidades a los municipios de Restrepo y Cumaral. Los parámetros analizados fueron la evolución del paisaje, el comportamiento de las variables fisicoquímicas, la calidad y oferta de hábitats acuáticos y la organización estructural de las comunidades ícticas. El paisaje experimentó un deterioro severo durante el periodo analizado de muestreo por causa de la deforestación del bosque de galería en ambas corrientes. El lavado y la erosión de los suelos aportaron una carga considerable de sólidos a las corrientes, produjeron sedimentación en el lecho de ambos caños, alteraron los patrones de profundidad y redujeron drásticamente la heterogeneidad espacial de los hábitats acuáticos. La estructura de la comunidad íctica experimentó alteraciones en respuesta al deterioro ambiental, como por ejemplo el progresivo reemplazamiento de especies insectívoras por especies algívoras y fitófagas y la dominancia de poblaciones de Hemigrammus barrigonae, especie que prosperó gracias al avance paulatino de colonias de microalgas y macrófitas en al agua por causa de la fragmentación del bosque de galería.


  Palabras clave: bosque de galería, deforestación, fragmentación, caños.

  


  ABSTRACT


  From 1993 to 2007, was analyzed the evolution of the ecological integrity of two streams in the "piedmont" of Meta, the "caños" Mateguadua and Caibe near to Cumaral and Restrepo districts. The parameters analyzed were landscape evolution, physicochemical variables trends, quality and supply of aquatic habitats and the structural organization of fish communities. Landscape quality declined during the sampling period due to deforestation of gallery forests in both streams. Soil erosion process threw considerable amount of solids particles to streams, causing siltation in the bed of both streams. In fact, this condition affected depth patterns and spatial heterogeneity of aquatic habitats. Fish community structure showed changes in response to environmental degradation, such as the progressive replacement of insectivorous species by phytophagous and algivorous species and the dominance of populations of Hemigrammus barrigonae, a species that prospered on gradual progress of colonies of microalgae and macrophytes in the water due to the riparian forest fragmentation.


  Keywords: deforestation, fragmentation, gallery forest, landscape, stream.

  


  INTRODUCCIÓN


  El piedemonte llanero colombiano es una franja geográfica que abarca una amplia gama de biomas a lo largo del borde este de la Cordillera Oriental, desde el alto Putumayo en el sur hasta la frontera con Venezuela en el norte. Su importancia estratégica radica en que comprende una zona de transición ecológica entre bosques montanos y sabanas de altillanura, abastecida por redes hídricas de drenaje de la vertiente oriental de la cordillera que generan suelos sedimentarios de una fertilidad superior a la de aquellos que se encuentran Orinoquía adentro (IGAC, 2003).


  Por causa de su potencial productivo para el interés humano, los suelos, las formaciones vegetales naturales del piedemonte y, por ende, el recurso hídrico, han sufrido desde hace varias décadas un impacto ambiental considerable, causado en primera instancia por el avance de frentes de colonización y de ocupación de la tierra y, posteriormente, por la ampliación de terrenos adaptados para la agricultura y la ganadería extensivas (Van Ausdal, 2009).


  La convergencia de todos estos factores históricos y geográficos produce un patrón complejo de causas que redundan en un uso desordenado del suelo y un desconocimiento de las potencialidades que ofrecen los ecosistemas del piedemonte llanero para ser aprovechados dentro de un criterio de sostenibilidad. Se hace preciso entonces realizar estudios científicos que permitan identificar y diagnosticar los principales problemas ambientales regionales en procura de proponer planes de uso y manejo adecuado de la inmensa riqueza de recursos naturales presentes en esta franja geográfica.


  Dos de las herramientas de mayor sensibilidad, utilizadas para identificar cambios en la calidad ambiental y evaluar la integridad ecológica de los ecosistemas acuáticos regionales, son el estudio de la evolución del paisaje (Briceño et al., 1996; Flecker, 1997; Fraser et al., 1999; Bojsen y Barriga, 2002) y el análisis estructural de las comunidades ícticas (Angermeier y Karr, 1983; Allan y Flecker, 1993; Winemiller et al., 1996; Briceño et al., 1998; Winemiller et al., 2008).


  El presente trabajo tuvo como principal propósito establecer en un periodo de 14 años la evolución de la integridad ecológica de dos corrientes típicas del piedemonte llanero del Meta, expuestas a un alto ritmo de transformación ecosistémica circundante ocasionada por diversas causas de origen antrópico.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  El área de estudio se ubica en el piedemonte llanero del Meta entre los municipios de Restrepo y Cumaral al este de Villavicencio. Su régimen climático obedece a un patrón bimodal con dos periodos de lluvias que alcanzan su pico máximo en abril y septiembre y una temperatura promedio anual de 26 °C. Entre estos dos municipios se advierte una red de drenaje de tipo paralelo (Twidale, 2004) compuesta por un sinnúmero de pequeñas corrientes o caños que drenan desde la vertiente de la Cordillera Oriental hacia el sureste en dirección del río Guatiquia, una de las corrientes componentes del sistema hídrico de la cuenca del río Meta (Fig. 1). Este trabajo se enfocó en la determinación del grado de intervención de dos de estas corrientes y de sus respectivas áreas de influencia: los caños Mateguadua y Caibe, que se trabajaron en los tramos referenciados por las coordenadas 4°14´36.25" N; 73°30´49.81" O y 4°11´25.14" N; 73°27´00.86" O, respectivamente y cuyas características ecológicas ya fueron registradas y analizadas en 1993 (Briceño et al., 1996).
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  Los caños Mateguadua y Caibe son corrientes que reúnen características geomórficas y ecológicas típicas del piedemonte que bañan áreas geográficas, otrora exuberantes de cobertura vegetal natural en su microcuenca y que se encuentran sometidas a presiones ambientales crecientes por causa de actividades humanas, tanto de subsistencia como de alta productividad económica.


  Ambos caños nacen en la altillanura entre Restrepo y Cumaral y drenan en dirección sureste para desembocar en el río Guatiquía, entrelazándose a su paso con afluentes que producen un patrón hidrográfico reticulado, sometido a un régimen hidrológico bimodal, con cambios abruptos en la descarga por causa de la alta precipitación orogénica.


  Estos ecosistemas lóticos presentan algunas diferencias fisiográficas entre sí. El caño Mateguadua es una pequeña corriente de agua cuyos bordes no siempre son definidos ya que fluye por pequeñas disecciones sobre terreno llano de poca pendiente, con abundante cobertura de gramíneas en sus márgenes, formando los llamados gramalotes, que pueden ser cubiertos eventualmente por el agua. A diferencia de este, el caño Caibe tiene mayor tamaño y por ende una mayor descarga. Además su curso es persistente, pues en algunos tramos de su recorrido está definido por márgenes de talud, con barrancos de algunos metros de altura que contienen los aluviones e impiden su desborde en época de máximas precipitaciones.


  Las condiciones fisicoquímicas de estas corrientes varían de acuerdo al ritmo de disturbios locales repentinos como avenidas y retracciones de los cursos acuáticos. Además el régimen hidrológico regional produce en estos ecosistemas una estructura ecológica espacio-temporal predecible ante la repetición cíclica del ritmo anual de disturbios. (Briceño et al., 1996).


  En estos ecosistemas lóticos, las comunidades acuáticas muestran una alta complejidad estructural como consecuencia de la elevada heterogeneidad del hábitat. Los ambientes de supervivencia para comunidades acuáticas producen una gama diversa de condiciones adaptativas que incrementan la biodiversidad de especies de peces. La regulación de parámetros ecológicos de la comunidad, tales como composición, abundancia, riqueza, ritmos de reproducción e ítems alimentarios, obedece a sutiles interrelaciones entre la producción y el consumo al interior de estos ecosistemas; y este equilibrio tan delicado se ve amenazado por factores de disturbio externo, normalmente asociados a presiones inusuales que las actividades humanas ejercen sobre los cursos acuáticos (Briceño et al., 1998).


  En el área de influencia, la ocupación del suelo está dada por fincas con diferente propósito en la utilización de recursos naturales y materias primas. Predominan las fincas de pastizales para levante de ganado, haciendas agrícolas y casas de recreo que han modificado en mayor o menor grado los bosques marginales a los caños mencionados. La infraestructura vial se ha modernizado y las transformaciones del paisaje son evidentes. Existe un alto grado de intervención en las áreas naturales por un incremento de la actividad humana en la región, ya que actualmente esta zona del piedemonte constituye un corredor de tránsito obligado entre la zona andina y los departamentos del Casanare y Arauca.


  Metodología


  Se realizó un estudio de la integridad ecológica de los caños Mateguadua y Caibe con base en la evolución fisiográfica del paisaje, el monitoreo de las variables fisicoquímicas, la evaluación espacio temporal de los hábitats acuáticos y el análisis estructural de las comunidades ícticas. Se llevaron a cabo levantamientos de campo en los años 1993 y 2007 respectivamente, se examinaron parámetros fisicoquímicos e hidrobiológicos en los meses de febrero, abril, junio, septiembre y octubre, para abarcar los periodos correspondientes a las épocas secas y de lluvias para cada uno de los años de muestreo.


  La evolución de la integridad del paisaje se analizó por medio de la detección de cambios en la estructura espacial con base en estudios de fotografía aérea del IGAC (vuelos C-2627 faja 7/1997 y C-2615 faja 2/1997) y levantamientos fisiográficos en cuatro tramos de 50 metros de cauce para cada caño con inclusión de las márgenes. En cada tramo, se trazaron 25 transectos paralelos transversales al cauce distanciados 2 metros entre sí. En cada transecto se hicieron perfiles batimétricos de la porción acuática, y topográficos en la porción terrestre con registros cada 50 cm según una modificación de la metodología propuesta por Kilpatrick y Barnes (1964). Los datos levantados en campo se graficaron en representaciones tridimensionales a escala utilizando el programa Surfer 8.0.


  En cuanto a las variables fisicoquímicas, se hicieron muestreos in situ de temperatura, oxígeno disuelto, pH y conductividad eléctrica con un equipo multiparámetro YSI y se analizaron las concentraciones de CO2. NO2, NO3, NH4 y PO4 con un equipo AQUAMERCK portátil. Se calcularon los niveles de sólidos totales y disueltos en laboratorio por medio de marchas analíticas.


  Adicionalmente se midió la oferta de hábitats en función del ciclo hidrológico utilizando el método de Gorman y Karr (1978) y el índice de ocupación espacio temporal de los mismos por parte de las especies ícticas con la fórmula de Morisita para determinar si hubo cambios interanuales en su calidad estructural.


  En lo que respecta a la estructura de las comunidades ícticas, las muestras de peces se obtuvieron por un método de captura con atarraya de 0,5 cm de ojo de malla con un esfuerzo de captura de 30 lances por transecto de 100 metros y con muestreo dirigido a los diferentes tipo de hábitat identificados (Briceño et al., 1996). Los ejemplares colectados fueron determinados hasta el nivel de especie utilizando las claves taxonómicas de Eigenmann (1911, 1922), Schultz (1944), Sterba (1959), Gery (1964), Lowe-McConell (1987) y Mago-Leccia (1994). A partir de las capturas se midieron parámetros de la comunidad íctica como composición, abundancia relativa y riqueza y se hicieron estudios de ítems alimentarios de las especies más representativas en los muestreos, según los protocolos propuestos por Prejs y Colomine (1981) para contenidos estomacales.


  El nivel de modificación causado por la intervención antrópica en cada tramo estudiado en los caños fue deducido a partir del registro de cambios en el paisaje, la modificación de la estructura de la comunidad íctica y la condición de integridad ecológica de los caños por medio de la comparación de los datos interanuales en el periodo de 14 años. Los datos se procesaron por medio de los programas BioDiversity Pro2.0, Past 2.17 y Surfer 8.0 y las pruebas estadísticas consistieron en análisis de similaridad de Bray-Curtis con ligamiento simple para muestras de ítems alimentarios en peces y el índice de Morisita para calcular el solapamiento de las especies de peces respecto al uso de hábitats con base en ocupación espacial (presencia ausencia en cada hábitat) y permanencia temporal (frecuencia de aparición diurna/nocturna).


  RESULTADOS


  Modificaciones del paisaje


  Uno de los cambios más dramáticos que se observa en la región del piedemonte llanero en general, es la progresiva fragmentación de bosques de galería que funcionan como corredores ecológicos de interconexión para los elementos faunísticos y surten de recursos energéticos las corrientes que bajan de la cordillera. En los caños Mateguadua y Caibe, este fenómeno se ha verificado de manera diferente.


  En la década de los 90, el caño Mateguadua ya mostraba una alta intervención humana, sobre todo en lo concerniente al despeje de bosque ripario con fines de abrir espacio a actividades ganaderas y pecuarias. Durante el intervalo de 14 años tomado en el estudio, la pérdida paulatina de la poca vegetación arbórea remanente expuso el lecho del caño a una dinámica aluvial que diversificó y modificó el curso en diferentes tramos de varios metros de longitud (Fig. 2a). La acumulación y redistribución de material acarreado y depositado por las sucesivas descargas no pudo contenerse dentro de márgenes definidas, pues el agua aumentó en extensión y desbordó las márgenes cada vez más llanas, al tiempo que perdía profundidad. Como resultado de esta dinámica aluvial, manifiesta en tramos de decenas de metros, se amplió la superficie de agua expuesta a la incidencia directa de la radiación solar, lo que afectó colateralmente la estructura de la comunidad íctica como se discutirá posteriormente.
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  El caño Caibe experimentó cambios evidentes en el grado de transformación del paisaje, pero ciertamente de manera diferente a lo registrado para el caño Mateguadua, ya que por su mayor profundidad promedio y la presencia de taludes laterales de contención, el curso acuático no experimentó modificaciones hasta el momento. El principal problema de degradación ecológica de esta corriente radica en la deforestación marginal. Desde el muestreo de 1993 ya se notaba la apertura de brechas en el bosque de galería para permitir el acceso de ganado para abrevar en el caño. Catorce años después, estas brechas se ampliaron y esto causó la fragmentación total del bosque en tramos completos de varios metros a lo largo de su curso (Fig. 2b). Este deterioro desencadenó una serie de efectos adversos sobre la dinámica aluvial y la disposición espacial de hábitats en la corriente, lo que se pudo comprobar en la medición de todos los parámetros examinados en la estructura del hábitat y de las comunidades ícticas.


  Variables fisicoquímicas


  El comportamiento de las variables fisicoquímicas durante el periodo de muestreo permite corroborar que, en efecto, después de 14 años ha habido una fuerte modificación del ambiente físico en ambos caños representada en incremento notable de las fluctuaciones en la descarga media mensual y de sólidos totales en el agua, sobre todo para los meses de septiembre y octubre de cada uno de los años de muestreo. Sin embargo este fenómeno se presentó con más severidad en el caño Mateguadua que en el caño Caibe, lo que conllevó a alterar el trazado geográfico de su curso ante la imposibilidad de contener espacialmente eventos de descargas abruptas con su respectiva depositación progresiva.


  Las condiciones químicas en general, si bien mostraron cambios evidentes con tendencias que se discutirán posteriormente, se mantienen dentro del rango de permisividad para la biota (Rodríguez-Olarte y Taphorn, 1995; Bistoni et al., 1999) (Tabla 1). Variables como el oxígeno disuelto, la temperatura y el pH, no mostraron condiciones restrictivas para la existencia de comunidades ícticas.
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  Las cargas de nutrientes fueron ligeramente más elevadas en el muestreo del 2007 en lo que respecta al nitrógeno y al fósforo. Aunque las variaciones no llegan a tener un efecto directo sobre las especies ícticas, sí lo hacen en cuanto a la consolidación de productores autóctonos oportunistas tales como comunidades de macrófitas y algas microscópicas, que suelen aprovechar el incremento de la radiación solar sobre el curso acuático ante el progresivo despeje de bosque de galería. Esta proliferación afecta indirectamente a las comunidades ícticas ya que modifica la proporción de ítems alimentarios contenidos en la oferta trófica.


  Comunidades ícticas


  La riqueza presente en ambas corrientes, medida para el periodo de muestreo, fue de 63 especies. Las 17 más representativas que tuvieron una presencia mensual constante fueron Astyanax bimaculatus, Bryconops caudomaculatus, Characidium fasciatum, Creagrutus hildebrandi, Hemigrammus barrigonae, Hoplias malabaricus, Xenagoniates bondi, Chaetostoma brevis, Hemicetopsis minutus, Heptapterus stwarti, Eigenmannia virescens, Aequidens mariae, Apistograma ortmanni, Hypostomus plecostomus, Ancistrus trirradiatus, Curimata elegans y Cochliodon plecostomoides.


  Para el año 1993 las especies más abundantes en los dos caños fueron H. barrigonae, A. bimaculatus y B. caudomaculatus. Para el 2007, con excepción de H. barrigonae que casi duplicó su presencia en ambas corrientes, la dominancia específica se modificó. Las especies más representativas fueron A. mariae, Ch. brevis, C. elegans y A. trirradiatus. Como se verá más adelante, este patrón de reemplazamiento parece estar relacionado con la redistribución de la oferta de hábitats y de recursos alimenticios en las dos corrientes entre 1993 y 2007.


  En este periodo de tiempo no hubo modificación de hábitos alimenticios de las especies más representativas y la especialización en el uso de recursos tróficos se mantuvo. Es normal que en diferentes épocas del año se presenten cambios predecibles en la intensidad del uso de recursos tróficos por parte de algunas especies generalistas cuyo alimento favorito puede escasear, ya que la oferta mensual está sujeta a la dinámica hidrológica y al intercambio energético entre el curso acuático y los ecosistemas terrestres adyacentes (Briceño, 1994; Briceño et al., 1998). Sin embargo, a pesar de estas variaciones mensuales predecibles, no se verificaron cambios drásticos en la vocación específica de cada especie en cuanto al uso del recurso trófico entre años (Tabla 2).
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  En la figura 3 se puede apreciar la reconfiguración de la estructura de la comunidad íctica después de 14 años, en función de los hábitos alimenticios y de la utilización de los hábitats. De acuerdo al uso del recurso trófico (Fig 3a) se pueden apreciar dos grandes grupos de especies: el primero conformado por especies comedoras de material alóctono como semillas, insectos, frutos y hojas y el segundo compuesto por comedores de material autóctono como microalgas filamentosas, diatomeas y macrófitas acuáticas. Los dos grupos están totalmente separados de la especie H. malabaricus, que es el principal depredador en estos ambientes acuáticos. Especies como B. caudomaculatus y C. hildebrandi mantuvieron su vocación de comedoras de insectos, pero no aparecen en la gráfica por la reducción drástica de su abundancia relativa en el 2007. En cuanto al uso y discriminación del espacio, la mayoría de especies de la comunidad mantuvieron una explotación espaciotemporal que no mostró variaciones notables entre años, más allá de los mínimos ajustes adaptativos por tener que compartir los mismos hábitats con distinto grado de solapamiento. En la figura 3b, parte superior, se puede observar que las especies usualmente presentes en hábitats de macrófitas y vegetación marginal como A. ortmanni, A. mariae y Ch. fasciatum, aparecen agrupadas aparte de las que frecuentan los regadales y el canal principal. En este último grupo se resalta la permanencia constante de H. malabaricus como principal depredador en el hábitat de pozos.
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  Como se puede apreciar con claridad en la figura 4, a pesar de que un buen número de especies encabezadas por H. malabaricus, mostraron abundancias constantes durante 14 años, se presentó un caso que llama poderosamente la atención: H. barrigonae, una especie de carácido, de no más de unos 6 cm, que come preferencialmente microalgas y eventualmente detritos, proliferó de manera general en 14 años e incrementó su dominancia sobre el resto de especies en ambos caños pero sobre todo en el Mateguadua. Este hecho, aparentemente aislado, representa ni más ni menos, uno de los indicadores más potentes que pone en evidencia la magnitud de los procesos degradativos que está experimentando el paisaje.


  [image: ]


  La abrumadora dominancia numérica de H. barrigonae, puede explicarse por el hecho de que la frecuencia y distribución espacial de algunos tipos de hábitats se reconfiguraron en 14 años; se redujo en general la profundidad y por ende la oferta de pozos en favor de la ampliación del canal principal y de la proliferación de regadales, propicios para el florecimiento de macrófitas acuáticas y de comunidades fitoperifíticas. En estas condiciones, las poblaciones de H barrigonae prosperaron gracias a la colonización de nuevos espacios donde, además, por la eliminación del bosque ripario, puede disponer de colonias algales cada vez más prolíficas por la incidencia directa de la luz solar.


  DISCUSIÓN


  En un periodo de 14 años los dos caños evidenciaron una pérdida de integridad ecológica por procesos degradativos, tanto en el paisaje de los ecosistemas terrestres contiguos, como en los hábitats asociados a los cursos acuáticos. Los indicadores de esta pérdida en la calidad ecológica pueden resumirse en cuatro aspectos principales: 1) fragmentación de los bosques de galería y denudación de los suelos próximos a la interfase acuática, 2) alteraciones del ambiente fisicoquímico provocadas por aumento en el acarreo de sedimentos debido a actividades humanas en la cuenca, 3) redistribución de la oferta de hábitats en los caños y disminución de la heterogeneidad espacial subacuática, 4) reconfiguración de la estructura de las comunidades ícticas en lo que respecta a dominancia específica y a la utilización del espacio acuático.


  En primer término, la fragmentación del bosque de galería se ha debido al ensanchamiento de brechas para abrir caminos y playones de abrevaderos para ganado. Con los años, estas brechas se han ampliado en detrimento de la cobertura vegetal arbórea hasta convertir grandes extensiones de bosques de galería en potreros para ganadería y cultivos agrícolas. Este fenómeno se verificó sobre todo en el caño Caibe, que 14 años atrás contaba con grandes manchas de bosque, a diferencia del Mateguadua que por entonces ya mostraba riberas desarboladas aunque conservaba manchas de bosque relictual, aisladas por potreros con gran distancia entre ellas.


  Como resultado, la definición de la línea de ribera del Mateguadua es difusa, presentándose modificaciones en el trazado del curso de agua, lo que impide amortiguar las descargas repentinas causadas por efecto de precipitaciones súbitas al igual que se ha reportado para corrientes de otras latitudes (Friedman et al., 1996). El desborde de estos aluviones altera localmente el paisaje, por cuanto al llegar las épocas secas los sedimentos depositados en las márgenes influyen sobre la profundidad y velocidad de la corriente, redireccionando el flujo. Adicionalmente, la granulometría del sustrato se reduce pues el canto rodado que fungía como lecho va siendo cubierto por sedimento de grano fino acarreado por los torrentes en épocas sucesivas de lluvias (Lisenby et al., 2014). Esto hace que se produzcan fluctuaciones bruscas entre valores extremos de velocidad de corriente en periodos muy cortos de tiempo (Briceño et al., 1996).


  En el caño Caibe la situación es un poco diferente, pues esta corriente esta encausada entre márgenes de taludes que regulan su descarga y este tipo de morfología hace que su posible desborde sea un evento realmente raro (Wohl y Merritt, 2008). Sin embargo, la deforestación ha ocasionado el lavado de suelos y el arrastre resultante de sedimentos a la corriente principal ha reducido drásticamente la heterogeneidad del hábitat.


  Un segundo indicador lo constituye el comportamiento de las variables fisicoquímicas (Tabla 1). Aunque variables como el oxígeno disuelto y el pH se mantienen en rangos permisivos para la biota, los valores promedio mensuales se redujeron. En el caso del oxígeno por la descarga de materia orgánica al agua como producto de los escombros de tala y del arribazón de material vegetal desprendido del bosque, que al descomponerse incrementa la DBO, y en el caso del pH por el aporte al agua de taninos ácidos derivados del material orgánico alóctono procedente del suelo colindante.


  La temperatura del agua mostró un incremento entre los años muestreados, pero este ascenso fue mucho más significativo en el Caibe por el aumento de la radiación solar que en algunos tramos incide directamente sobre el curso acuático ante la tala del bosque marginal que anteriormente proveía sombra sobre el canal principal.


  Los niveles de nitrógeno y fósforo fueron mucho más altos en el 2007 que en 1993. Esto demostró el efecto acumulativo de las sucesivas entradas de estos elementos provenientes de los abonos naturales y fertilizantes químicos utilizados en actividades de agricultura y ganadería y por los aportes orgánicos de las excretas y los desechos. El acarreo de sedimentos en el agua se incrementó en ambos caños. Tanto la profundidad como la heterogeneidad espacial se redujeron por las capas de sedimentos depositados año tras año en el lecho.


  En tercer lugar, la modificación de ambientes subacuáticos y la redistribución resultante de los hábitats disponibles fueron la muestra más elocuente del proceso degradativo que se presenta en estos ecosistemas lóticos del piedemonte llanero del Meta. En el caño Mateguadua en 1993, la diversidad de hábitats acuáticos era alta, encontrándose por entonces hábitats de corriente principal, pozos, regadales, macrófitas, gramalotes y charcas (Fig. 5). En los muestreos realizados durante el año 2007 se encontró que, si bien se mantienen descriptivamente la mayoría de hábitats, su oferta para el asentamiento de las comunidades ícticas y su arreglo espacio-temporal se han modificado ostensiblemente, sobre todo en lo que respecta a la disponibilidad de pozos profundos con poca corriente, ideales para la reproducción y alimentación de algunas especies de carácidos.
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  El cambio en la oferta de hábitats se ha experimentado en una forma aún más dramática en el caño Caibe, en donde, a lo largo de 14 años se ha producido una fuerte intervención antrópica que ha comenzado a producir homogenización de las condiciones espacio-temporales de los hábitats acuáticos, por razones ya discutidas. El ritmo sostenido de estas intervenciones ha modificado el patrón de hábitats en parches que se verificaba en esta corriente en 1993 (Briceño et al., 1996), lo cual pone en riesgo la estabilidad estructural de las comunidades ícticas. Por ejemplo, la profundidad promedio de los pozos se ha reducido y la variabilidad en los tipos de sustrato también.


  Bien es sabido que una reducción en la heterogeneidad espacial de microhábitats es un serio disturbio que redunda en primera instancia en una reacomodación de la estructura de comunidades y posteriormente en la disminución de la riqueza íctica (Angermeier y Schlosser, 1989). La β-diversidad es el garante estructural de la diversidad de especies. Por lógica conclusión, de prevalecer las tendencias en la homogenización espacial no se mantendrá la estructura ecológica, pues la desactivación de hábitats es uno de los síntomas de pérdida de la integridad de los ecosistemas, que suele preceder a la pérdida de especies a escala regional (Angermeier y Karr, 1983; Bojsen y Barriga, 2002).


  Finalmente se pone de presente la importancia de utilizar la estructura de las comunidades ícticas como una herramienta de alta sensibilidad para "leer" los ritmos de cambio ambiental y las modificaciones en la integridad ecológica del paisaje, por sutiles que sean. Trabajos recientes han mostrado que la presencia de vegetación marginal en los cuerpos acuáticos está asociada a un incremento de la riqueza y la abundancia de especies ícticas (Abes y Agostinho, 2001).


  El caso del incremento poblacional y dispersión espacial de H. barrigonae, una especie comedora de microalgas, a expensas de la reducción poblacional de otras que se alimentan principalmente de insectos como A. bimaculatus, B. caudomaculatus y C. hildebrandi, parece significar el cambio de mecanismo de entradas de energía, pues la producción alóctona que antes era el principal sustento de la comunidad comienza a ser menos evidente frente a la producción autóctona. Esta reacomodación solo tiene sentido como respuesta a la deforestación, pues ante la eliminación de árboles cuyas ramas y follaje antes dejaban caer sus aportes tróficos al agua, la supresión de este recurso limita a las especies ícticas insectívoras. Esta tendencia ha sido confirmada en otros trabajos en la Amazonía ecuatoriana y en pequeñas corrientes del piedemonte del Casanare (Bojsen y Barriga, 2002; Zamudio et al., 2008). Por otra parte, como ya se acotó con anterioridad, la reducción de la profundidad promedio de los caños y la entrada de luz plena sobre el agua, son dos factores que favorecen el asentamiento de comunidades de macrófitas y microalgas perifíticas en donde medran las poblaciones de H. barrigonae, y otras especies de hábitos similares como A. mariae, A. ortmanni, Ch brevis, todas ellas controladas solo por los mecanismos de depredación de H. malabaricus como coinciden otros autores (Winemiller y Jepsen, 1998; Fraser et al., 1999).


  En síntesis, para evaluar el impacto generado por actividades antrópicas sobre los ecosistemas lóticos y sus bosques de galería, se hace necesario revisar a diferentes escalas la jerarquía espacial del patrón de hábitats, pues este no depende solo de factores geomorfológicos del paisaje, sino también de aspectos geográficos particulares y de modificaciones puntuales en tramos de centenas e incluso decenas de metros. Algunos autores, por ejemplo, sostienen que la riqueza y diversidad de la comunidad íctica en los ríos no está relacionada directamente con la cobertura de bosques riparios sino con la anchura del canal, la profundidad y el caudal (Angermeier y Karr, 1983; Bojsen y Barriga, 2002; Hoeinghaus et al., 2004) mientras que otros investigadores afirman que la heterogeneidad espacial y la cobertura de bosques de galería, en corrientes como las del piedemonte llanero colombiano, produce un incremento de la riqueza y diversidad ícticas ya que obedece a un ordenamiento discontinuo de hábitats en mosaico y no a un continuo longitudinal como acontece con otros ríos que descienden desde un gradiente altitudinal. (Briceño et al., 1996; Flecker, 1997; Winemiller y Jepsen, 1998).


  El otro aspecto que es crucial interpretar para comprender la respuesta de estos ecosistemas frente a alteraciones por actividades humanas es la resiliencia, es decir, la capacidad del sistema para recuperarse de un impacto en particular o de un régimen de disturbios en general. Aunque puede parecer lógico suponer que la riqueza y la diversidad de especies disminuyen con proporcionalidad inversa a medida que aumenta la dimensión y frecuencia de los disturbios, algunos autores han encontrado que la comunidad íctica no alcanza sus máximos valores de riqueza y diversidad en ambientes carentes de disturbios sino en ambientes con un régimen intermedio de los mismos (Wright y Flecker, 2004; Allan et al., 2006). Al parecer, las biocenosis requieren de ciertos factores ambientales que tensionen las relaciones inter específicas para mejorar su desempeño adaptativo como comunidad y por consiguiente las tendencias extremas, ya sea de máximo nivel de disturbios o de ausencia de los mismos, conllevan a la disminución de la riqueza y la diversidad. La información recogida y presentada en este artículo no permite establecer conclusiones claras a este respecto.


  Los tipos de impacto antrópico en las áreas de piedemonte y su efecto sobre la biodiversidad han sido investigados en corrientes de Venezuela (Winemiller et al, 1996; Hoeinghaus et al., 2004; Allan et al., 2006, Allan et al. 2012), Colombia (Briceño et al., 1998; Ricaurte et al., 2012), Panamá (Angermeier y Karr, 1983), Argentina (Bistoni et al. 1999), Trinidad (Fraser et al. 1999), Brasil (Abes y Agostinho, 2001), Ecuador (Bogsen y Barriga, 2002), Estados Unidos (Freeman y Marcinek, 2006; Utz et al., 2010) y en una amplia gama de corrientes tropicales (Wohl 2006; Xin et al., en prensa, 2014). Las causas de estos impactos son muy variadas: urbanización de las cuencas, deforestación, desbalance por mal manejo del recurso hídrico, sedimentación, contaminación del agua por actividades domésticas y agropecuarias y fragmentación de los bosques (Winemiller et al., 1996; Allan et al., 2006; Freeman y Macinek, 2006; Utz et al., 2010). La ocurrencia de estos impactos sobre los caños del piedemonte llanero obedece a un patrón causal complejo. No existe un consenso general entre investigadores en cuanto a la interpretación de los efectos que estos impactos tienen sobre los diferentes compartimientos de los ecosistemas. Aunque algunos autores han propuesto estrategias de conservación en corrientes acuáticas similares a los estudiados en este artículo (Allan y Flecker, 1993; Barletta et al., 2010), los trabajos desarrollados hasta ahora en esta franja geográfica resultan insuficientes para determinar una estrategia que permita ejecutar planes de recuperación de los ecosistemas acuáticos y restauración de los bosques. Se hace necesario acopiar mucha más información encaminada a enriquecer bases de datos y usar técnicas de SIG para mejorar la cobertura y calidad del conocimiento ecológico sobre la región.


  CONCLUSIONES


  Los caños Mateguadua y Caibe, dos de las corrientes representativas del piedemonte llanero del Meta, están experimentando cambios estructurales y funcionales acelerados como respuesta a la intervención humana en la región. La principal causa de estos cambios es el desmonte del bosque de galería y la denudación consecuente de los suelos ribereños. La estabilidad estructural del hábitat y de las comunidades ícticas se ha puesto en riesgo por el ritmo de degradación ambiental de las subcuencas.


  La heterogeneidad ambiental propia de los caños llaneros, ha comenzado a verse mermada en las corrientes Mateguadua y Caibe ante la progresiva uniformidad que provoca la sedimentación. La reducción de la heterogeneidad espacial puede tomarse como pérdida paulatina de integridad ecológica en el paisaje. El deterioro ambiental del bosque de galería asociado a las corrientes altera la oferta de hábitat y la reacomodación de la comunidad íctica resultante puede llegar a suponer serios desequilibrios en las cadenas tróficas y en el balance de materiales, pues las especies terminan forzando una adaptación antinatural al filo de arriesgar su persistencia en el ecosistema.


  Como se desconoce el grado de resiliencia que estos ecosistemas tienen frente a disturbios de esta magnitud, no se sabe si estos puedan retornar a condiciones de equilibrio con el manejo adecuado de cuencas, pero valdría la pena establecer programas locales de restauración del bosque nativo por medio de estrategias como conservación del bosque de galería remanente y revegetalización estratégica.
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  RESUMEN


  La electrobiorremediación es la técnica híbrida que suma los efectos de la electrorremediación a la degradación bacteriana de diferentes contaminantes. El objetivo de este estudio fue utilizar esta técnica para aumentar la biodisponibilidad de los hidrocarburos presentes en un suelo con contaminación antigua y su eliminación. El experimento duró 63 días y se realizó en una cuba de vidrio con tres compartimentos comunicados por puentes salinos de buffer fosfato que permitieron establecer la diferencia de voltaje y mantener el pH del suelo en valores óptimos para la vida bacteriana. Se determinaron: pH, humedad, hidrocarburos totales del petróleo (TPH) y bacterias. Los resultados mostraron una disminución de los hidrocarburos siendo la región del cátodo la que mejor eliminó los hidrocarburos, con solo el 9,4 % y 5,46 % de los hidrocarburos alcanos y poliaromáticos; en la celda control estos valores fueron del 15,28 y 14,4 % respectivamente, mientras que el centro fue el lugar que menor degradación presentó quedando el 19,49 % y el 17,88 % de los hidrocarburos alcanos y PAH. Concluimos que los resultados de laboratorio indican la posibilidad de incrementar la biodegradación en suelos con tratamientos biológicos previos.


  Palabras claves: contaminación con hidrocarburos, electrobiorremediación.

  


  ABSTRACT


  Electrobioremediation (EKB) is a hybrid technique that combines bioremediation with electrokinetics. EKB uses bioremediation to degrade hydrocarbon contaminants and EK to mobilize them. The aim of this study was to use a technique for increasing the bioavailability of the hydrocarbons in soil pollution. The 63-day experiment was conducted in a three compartment glass vial connected by three salt bridges of phosphate buffer that established a voltage difference and maintained soil pH optimum for bacterial life value​​. pH, moisture, total petroleum hydrocarbons (TPH) and bacteria were determined. The results showed a decrease in hydrocarbon, the best results were close to the cathode, where only 9.4 % and 5.46 % of alkanes and polyaromatic hydrocarbons were left. In the control cell these values ​​were 15.28 and 14.4 % respectively, while the center generated less degradation with 19.49 % and 17.88% of alkanes and PAH hydrocarbons left. We conclude that the results from the laboratory study indicated that this technique gives the possibility of increasing biodegradation in soils with previous biological treatments.


  Keywords: electrobioremediation (EKB), oil contaminated soil.

  


  INTRODUCCIÓN


  El desarrollo tecnológico de la vida actual hace que la necesidad de utilizar hidrocarburos crezca día a día. Como toda industria, la industria extractiva de hidrocarburo genera residuos y contaminaciones accidentales, también los cambios en las legislaciones ambientales, hacen que se deban tratar sitios con contaminaciones antiguas. La ciudad de Comodoro Rivadavia y sus alrededores, se encuentran dentro de una de las cuencas petroleras más extensas e importantes de Argentina, la Cuenca del Golfo San Jorge. Esto llevó a que el desarrollo económico y social de la ciudad se fundara principalmente, en la actividad hidrocarburífera (Rojo y Rotondo, 2007). El progreso y la necesidad de generar nuevos ingresos en muy poco tiempo, produjo un deterioro ambiental difícil de contrarrestar, dejando pasivos ambientales, en toda la región de la Cuenca.


  La biodegradación se utiliza en la región con buenos resultados tanto en la utilización de landfarming como de biopilas con los agregados de nutrientes que deben adicionarse para suplir las bajas concentraciones de los suelos de la cuenca petrolera (Pucci et al., 2011). En las contaminaciones antiguas un problema que se presenta es la baja disponibilidad de los hidrocarburos por las uniones que éstos tienen con las partículas de suelo. En los últimos años se ha desarrollado la electrobiorremediación, una técnica híbrida que combina la biorremediación con la electrocinética que aumenta la biodisponibilidad de los compuestos facilitando de este modo la biorremediación (Wick et al., 2007, Niqui-Arroyo y Ortega-Calvo, 2010).


  El objetivo del trabajo fue aplicar la electrobiorremediación a un suelo con contaminación antigua de hidrocarburos para disminuir los valores de hidrocarburos.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Se trabajó con una muestra de suelo contaminado con residuos de la actividad petrolera, proveniente de un landfarming. La misma se obtuvo a partir de la toma de 20 submuestras del sitio a una profundidad comprendida entre los 10 y 30 cm, que se mezclaron, tamizaron y redujeron por cuarteos sucesivos. La muestra se obtuvo a la profundidad indicada debido a que en esta se encuentra la mayor actividad microbiológica (Atlas y Bartha, 2002). La muestra de suelo contenía un pH 7,46, humedad de 12 %, residuo orgánico 18,34 %, densidad aparente 1,29, porosidad 45 %, capacidad de retención del agua 64 %, cloruros 348,7 ppm, bicarbonatos 60,98 ppm, sulfatos 107,28 ppm, calcio 40,08 ppm, magnesio 24,31 ppm, hierro 2,16 ppm, amonio 1 ppm, fosfato 6,92 ppm, nitratos 17,04 ppm, nitritos 0,21 ppm y hidrocarburos totales del petróleo TPH(total petroleum hydrocarbons) 24600 ppm compuesto por 49, 39, y 12 % de hidrocarburos alifáticos, aromáticos y polares respectivamente.


  Experiencia de electrobiorremediación


  Para los ensayos se utilizaron tres cubas de vidrio de 58 cm de largo, 15 cm de alto y 15 cm de ancho. El interior de estas estaba dividido en tres compartimientos de vidrio, dos de ellos de 10 cm de largo, 15 cm de alto y 15 cm de ancho, ubicados uno a cada extremo de las cubas en donde se colocaron las soluciones buffer. El tercer compartimiento fue el central, de 38 cm de largo, 15 cm de alto y 15 cm de ancho, donde se colocó el suelo (Fig. 1). La experiencia de electrobiorremediación consistió en la colocación de buffer fosfato de potasio 1 M en los compartimientos de los extremos. El buffer a pH 5,8 se colocó en el compartimiento correspondiente al cátodo y el de pH 7,8 en el correspondiente al ánodo. En estas soluciones fueron sumergidos los electrodos de platino y el paso de corriente a través del suelo se logró por la unión de las soluciones buffer con el suelo, utilizando puentes salinos de buffer fosfato. Para los ensayos se utilizaron 4 kg de suelo fertilizado con nutrientes para corregir su relación C:N:P 100:1:0,1 (Acuña et al, 2007). La humedad del suelo utilizado fue de 12 a 15 % (Acuña et al, 2009) y el voltaje aplicado fue de 0,5V.cm-1. Como control, se utilizaron dos sistemas sin aplicación de corriente con los mismos agregados de nutrientes y humedad. Al inicio y al final de la experiencia se realizó un análisis físico, químico, bacteriológico y aislamiento e identificación de cepas bacterianas. Todos los sistemas fueron incubados a 24°C durante 63 días.


  [image: ]


  Enumeración de microorganismos


  El número de microorganismos fue determinado por la técnica de conteo en placa. Se utilizó una suspensión de 10 g de suelo en 90 mL de solución fisiológica estéril que se agitó 30 minutos a 150 r.p.m. para bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH) se utilizó un medio mineral: 100 mL de solución I, 25 mL de solución II , 14 g agar agar y se completa a 1L con agua destilada (solución I: cloruro de calcio 0,235 g, nitrato de potasio 0,427 g, sulfato de amonio 5 g, cloruro de magnesio hexahidratado 1 g, bicarbonato de potasio 1,2 g. Solución II: fosfato ácido di sódico dihidratado 0,5 g, fosfato monopotásico 0,5 g. Solución III: EDTA-Na 800 g, cloruro ferroso 300 g, cloruro de calcio hexahidratado 4 g, cloruro de manganeso tetrahidratado 10 g, sulfato cúprico 1g, permanganato de potasio dihidratado 3 g, cloruro de zinc 2 g, cloruro de litio 0,5 g) al cual se le agregó 30 μL de una mezcla de petróleo y gasoil 1:1 por diseminación en superficie que se denominó MBM-PGO (Pucci y Pucci, 2003). Todos los reactivos son calidad microbiológica.


  Análisis de hidrocarburos


  Determinación de hidrocarburos por Cromatografía Gaseosa (GC). Para determinar la composición de los hidrocarburos presentes en la muestra se mezclaron 2 g de la muestra, 1 g SO4Na2 (99,99 pureza) y 10 ml de Hexano (calidad pesticida), la cual se filtró para separar la fase sólida y líquida. Seis mililitros del filtrado se evaporo cuidadosamente hasta sequedad, se enfrió y retomo con 50 μL de Hexano. Para la cuantificación se utilizó un cromatógrafo de gases Varian 3800 GC, con detector FID y una columna capilar VF-5ms (30 m, 0,25 mm, 0,2523 μm). La temperatura del inyector fue de 200°C y la del detector FID 300°C, se inyecto 1 μL. Los parámetros de corrida de la columna fueron las siguientes: 45 a 100 °C con un aumento de 5 °C/min y una segunda rampa de 100 a 275 °C a 8 °C/min. La temperatura final de 275ºC se mantuvo por 5 minutos.


  Aislamiento e identificación de cepas bacterianas


  A partir de las placas de MBM-PGO utilizadas para conteo de bacterias, se aislaron e identificaron 90 cepas por metil ésteres de ácidos grasos (FAMEs) según el método Sherlock MIDI versión 6.0. La extracción de ácidos grasos de membrana se realizó sobre 40 mg de masa celular comenzando con una saponificación, 2mL, con alcohol metílico, hidróxido de sodio y agua (150 mL: 45 g: 150 mL). Posteriormente se realizó una metilación, 1mL, con ácido clorhídrico 6 N y alcohol metílico (325 mL: 275 mL), seguido de una extracción con n-hexano y metilterbutil éter (1:1) 1,25mL. Finalmente se realizó un lavado con hidróxido de sodio y agua, 3mL (10,8 g en 900 mL) de acuerdo a lo propuesto por el sistema de identificación (MIDI Newark, Del., USA).


  Los ácidos grasos obtenidos se determinaron como metil ésteres por cromatografía gaseosa. Para tal fin se utilizó una columna capilar Ultra 2 de 25 m de longitud y 0,2 mm de diámetro. El análisis se llevó a cabo con un cromatógrafo HP 6890 series II GC (inyección splitless, presión inicial 10 psi, programa de temperatura: 170-288 °C a 28 °C.min-1, 288-310 °C a 60 °C.min-1, 1,5 min de permanencia a 310 °C, detector por ionización de llama). La integración de los pico se efectuó mediante el programa HP 10.01 ChemStation.


  Los ácidos grasos fueron identificados utilizando el sistema Sherlock (versión 6.0) con el estándar Agilent "Calibration standards kit for the microbial identification system". La composición en ácidos grasos fue calculada como porcentaje del área de pico (MIDI).


  Análisis de resultados


  Los valores de hidrocarburos y recuentos bacterianos se analizaron por análisis de la varianza (ANOVA) mediante el programa BIOM (Applied Biostastics INc 3 Heritage Setauket NY 117II USA). Para el estudio de la comunidad bacteriana se realizó un análisis de componentes principales utilizando el programa PAST (Hammer y Harper, 2005).


  RESULTADOS


  Los hidrocarburos disminuyeron con la aplicación de la electrobiorremediación (Tabla 1). Por la utilización de los puentes de sales de fosfato, el pH se mantuvo en valores que permiten la vida bacteriana (Tabla 1) obteniéndose recuentos de bacterias degradadoras en valores adecuados para esta función y normales para los suelos patagónicos.


  [image: ]


  La humedad del suelo permaneció en valores adecuados para el procesos de electrobiorremediación (10 % a 20 %) proporcionando a los microorganismos el desarrollo de su metabolismo por períodos de tiempo más prolongados (Acuña et al., 2011). Por otro lado se trabajo con esos valores debido a que se ha demostrado que con porcentajes de humedad de 10 % a 20 % se produce una mayor mineralización de hidrocarburos (Acuña et al., 2012). En un proceso de electrobiorremediación en suelos insaturados los valores de humedad deben estar entre 12 y 15 % ya que a menores valores aumenta el voltaje que se debe aplicar a los electrodos para mantener un valor constante en el suelo, lo que conlleva a un mayor gasto de energía y menor rendimiento del sistema (Acuña et al., 2009; Acuña et al., 2010). La humedad también se incorporó en pequeñas cantidades por los puentes salinos que se deshidrataban con el paso del tiempo, perdiendo aniones y agua.


  En este sistema, la aplicación de la diferencia de potencial elevó los porcentajes de degradación de los diferentes compuestos de mayor concentración, como el pristano y el fitano, que fueron del 97 % y 94 % respectivamente en el sector del ánodo, 83 % y 81 % para el centro y 90 % y 91 % para la región del cátodo (Tabla 1). Además se observó que fueron biodegradados los mismos hidrocarburos alifáticos iniciales que en el sistema control, con excepción del compuesto docosano, que si bien fue degradado en los sectores de la cuba, no fue degradado en su totalidad como en el sistema de control (Tabla 1).


  Del sistema de electrobiorremediación, el sector del centro fue el que presento una menor degradación de compuestos alcanos, pero hay que destacar que en este sector se lograron degradar completamente compuestos que en los otros sectores no, como por ejemplo el undecano, dodecano, hexadecano, heptadecano y el eicosano, compuesto que se encontraba en una elevada concentración (Tabla 1).


  En el caso de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, se observó un porcentaje de biodegradación de aproximadamente 85 % para el sistema utilizado como control mientras que en el que se desarrolló la experiencia de electrobiorremediación los porcentajes fueron 91 %, 82 % y 94 % para la región del ánodo, del centro y del cátodo, respectivamente. Además es notorio como en este sistema se han logrado degradar completamente mucho más compuestos que en el sistema control, como por ejemplo los compuestos fluoreno o benzo (k) fluorantreno. (Pucci et al., 2012). El benzo (k) fluorantreno o el benzo(a) pireno se eliminaron, estos están indicados por la legislación provincial como los más peligrosos (Decreto Provincial de Chubut Argentina1456/11).


  La identificación de las bacterias por Sherlock MIDI analizados por análisis de componentes principales (Fig. 2) mostró que el inicio, control y centro se encuentran más cerca, posee identificaciones bacterianas en común. Los microorganismos identificados ya han sido estudiados por su capacidad de degradar hidrocarburos. Los microorganismos encontrados con mayor frecuencia fueron Achromobacter xylosoxidansdenitrificans, Bacillus-simplex y Stenotrophomonasmaltophilia, microorganismos frecuentes de suelos patagónicos (Acuña et al., 2012).
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  DISCUSIÓN


  La baja concentración de nutrientes biodisponibles (nitrato, nitrito, amonio y fosfato) es característica de los suelos de la meseta patagónica central (Acuña et al., 2008). Estas concentraciones no son indicadas como óptimas por la EPA. Sin embargo la degradación de hidrocarburos es factible por la presencia de bacterias capaces de fijar nitrógeno y degradar hidrocarburos (Acuña et al., 2012).


  Con la aplicación de un campo eléctrico y el pasaje de corriente de baja intensidad los aniones migran por la diferencia de voltaje a diferentes velocidades (Xu et al., 2010). En base a este principio se introdujeron al sistema fosfatos provenientes de los puentes salinos, lo cual aumento la concentración inicial de 6,4 ppm a 42 ppm en al ánodo, 19 ppm en el centro de la cuba y 39 ppm en cátodo al final de la experiencia mientras en el sistema control el fosfato se utilizó para la degradación y al final de la experiencia no se encontró. Tiehm et al. (2010) encontraron el nitrato en mayor cantidad en la zona donde estaba la decontaminación de tolueno. En forma análoga, en nuestra experiencia los mayores valores de nitratos se encontraron en la zona del cátodo en donde también se llevó a cabo la mayor degradación, (Tabla 1). Esto coincide con los resultados de Schmidt et al., (2007) que mostraron que el nitrato migra en dirección al cátodo se acumula y por ende favorece la degradación. El valor en el cátodo fue de 4,8 ppm y en resto de la cuba se encontró en 3,5 ppm. Los valores de nitrato bajaron por su utilización en el metabolismo bacteriano.


  Los valores de voltaje y de pH se mantuvieron en un rango que no produjo un impacto en el desarrollo bacteriano (Tabla 1) ya que son compatibles con la viabilidad de los microorganismos (Dibble y Bartha, 1979) por eso los recuentos bacterianos se mantuvieron durante el tiempo que duró el experimento, (Tabla 1). Estos valores son similares a los que se encuentran en suelos patagónicos (Peressutti et al., 2003; Pucci et al 2011; Acuña et al., 2012). No se observó una movilización masiva de microorganismos manteniéndose el número equitativamente similar (Tabla 1). Los microorganismos identificados ya han sido estudiados por su capacidad de degradar hidrocarburos. Rhodococcus presenta una gran diversidad metabólica, capaz de transformar, biodegradar y utilizar como única fuente de carbono compuestos hidrófobos (Flavio et al., 1999); posee una gran variedad de vías metabólicas para la degradación y modificación de compuestos aromáticos, siendo la especie R. erythropolis, estudiada por su capacidad de biodegradar gasoil (Huang et al., 2008), hidrocarburos n-alcanos (Carvalho et al., 2009) y poliaromáticos (Pizzul et al., 2006). Pseudomonas aeruginosa, es degradadora de gran cantidad de sustratos como el n-hexadecano, hidrocarburos aromáticos y poliaromáticos, así como del pireno en estudios in Vitro (Fan et al., 2003; Braker et al., 2009). Achromobacter xylosoxidans denitrificans posee la capacidad de utilizar los hidrocarburos como única fuente de carbono y energía (Sette et al., 2007) y que se involucra en la degradación de hidrocarburos poliaromáticos, como el fenantreno (Wang et al., 2006).


  El contenido de hidrocarburos totales fue de 2,46 %, constituidos por un 49 % de hidrocarburos alifáticos, un 39 % de hidrocarburos aromáticos y un 12 % de hidrocarburos polares. En los hidrocarburos alifáticos, se observó que en el sistema control hubo un porcentaje de degradación del 84 %, donde compuestos como el docosano y el octacosano lograron ser degradados completamente, y otros compuestos, como el pristano y fitano, tuvieron elevados porcentajes de degradación (Tabla 1). Si bien en esta experiencia se utilizó el método de soxhlet para determinar los hidrocarburos totales adsorbidos por las arcillas, el valor que se obtiene con este método drástico, no es el porcentaje de hidrocarburos que está disponible para las bacterias (Reid et al., 2000). Por esto se utilizó una técnica más simple que es la extracción solo con hexano y agitación (Tao et al., 2006), que extrae los hidrocarburos que se encontrarían biodisponibles para los microorganismos. Los compuestos alifáticos como los PAHs, pueden ser metabolizados por los microorganismos presentes en sistemas de biodegradación (Ghazali et al., 2004; Jacques et al., 2008), aunque los PAHs son el grupo que presenta la menor velocidad de biodegradación (Straube et al., 2003)


  En los valores obtenidos para los hidrocarburos alifáticos se observa que la aplicación de una diferencia de voltaje eleva los porcentajes de degradación de los diferentes compuestos comparados con los obtenidos en el sistema control, donde solo se lleva a cabo el proceso de biorremediación. Sin embargo hay que destacar que este tipo de hidrocarburos no son un problema en los sistemas de biodegradación por técnicas convencionales en los suelos patagónicos (Peressutti et al., 2003, Riis et al., 2003). En la cuba de electrobiorremediación, los porcentajes de degradación fueron de 89 %, 80 % y 90 % para el sector del ánodo, centro y cátodo respectivamente, logrando la degradación completa de compuestos como los alcanos de entre 27 y 30 carbonos. Las bacterias identificadas poseen relación con la degradación de hidrocarburos, y las Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., se encuentran entre las bacterias que pueden utilizar hidrocarburos alcanos de C12-C23 (Naik y Sakthivel, 2006), el Rhodococcus erythropolis, los de C12-C36 (van Beilen et al., 2002).


  Los PAHs suelen representar un problema en los sistemas de biorremediación, debido a su baja biodisponibilidad para las bacterias. Los valores obtenidos en esta experiencia indican que la aplicación de un campo eléctrico acelera la biodegradación de los PAH, y esto puede estar asociado a la presencia de un flujo electroosmótico provocado por la aplicación de corriente capaz de remover los compuestos desde el interior de los poros de las partículas del suelo, aumentando así su biodisponibilidad para la biodegradación por microorganismos del suelo (Johnsen et al., 2005).


  Las diferencias del concentración de los PAHs en las tres zonas de las cubas se debe a la acción conjunta de la electroósmosis, la modificación de las cargas superficiales de las partículas del suelo y de la presencia de las diferentes especies y géneros bacterianos en cada una de las zonas del potencial Z y gradiente eléctrico (Acuña et al., 2009). Las diferencias observadas en los porcentajes de biodegradación de PAHs totales en el cátodo, centro y ánodo, pueden haberse debido a que el flujo electroosmótico generado en el suelo no haya sido uniforme. Esto puede surgir como resultado de que algunas secciones pueden presentar una presión en los poros variables, probablemente como resultado de la naturaleza compleja de los factores que controlan el flujo electroosmótico como ser el potencial zeta y el gradiente eléctrico (Acuña et al., 2010).


  En el sistema control, los PAH biodegradados en mayor medida fueron el xileno, el cual fue el único degradado completamente, el fluoreno con un porcentaje de degradación del 95 %, el fenantreno con un 92 %, el fluorantreno con un 93 %, y el criseno con un porcentaje de degradación del 97 %.


  En el sistema de electrobioremediación estudiado fueron biodegradados los mismos PAH que en el sistema control, pero el porcentaje de degradación de cada uno fue superior. El sistema logro biodegradar completamente el fluoreno en los tres sectores de estudio. Por otro lado, la aplicación de corriente provocó una degradación completa de compuestos como el benzo(a) pireno, el acenaftaleno, el naftaleno y el 2-metilmaftaleno.


  El del antraceno resulta sin embargo particular ya que no se detectó en la muestra inicial y si en todas las demás. Esto posiblemente pueda deberse a su adhesión a las partículas del suelo, que se modificó por el pasaje de corriente directa en el sistema de electrobiorremediación. En el caso del sistema control, la presencia del antraceno nos hace suponer que las bacterias, al ser estimuladas con la incorporación del medio mineral al inicio de la experiencia, aumentaron su población, y produjeron biosurfactantes que disminuyeron la tensión superficial del antraceno con las partículas del suelo.


  CONCLUSIONES


  La utilización de una diferencia de potencia de 0,5V cm-1 mantuvo la cantidad de microorganismos degradadores de hidrocarburos en los tres puntos de la cuba y aumentó de manera significativa los valores de biodegradación de hidrocarburos en el suelo, logrando la degradación completa de varios compuestos.
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  RESUMEN


  El Roundup® Activo es un herbicida elaborado a base de glifosato ampliamente utilizado en Colombia para el control de malezas. Sin embargo, para su aplicación requiere ser mezclado con un coadyuvante que facilite su acción, tal como el Cosmo-Flux®411F el cual mejora la adherencia y fijación del herbicida en las hojas de las plantas. El objetivo de este estudio fue determinar la concentración letal media (CL50) y algunos efectos subletales (cambios en el tamaño corporal y en el desempeño natatorio) del Roundup® Activo y del Cosmo-Flux®411F en renacuajos de cuatro especies de anuros colombianos expuestos bajo condiciones controladas de laboratorio y en microcosmos. La especie más sensible a la exposición del Roundup® Activo fue Hypsiboas crepitans (Laboratorio: CL50 = 1414 µg a.e. de glifosato/L y microcosmos: CL50= 4 kg a.e. de glifosato/ha) y para el Cosmo-Flux®411F Rhinella humboldti (Laboratorio: CL50= 319 mg/L y microcosmos: CL50 = 632,3 L/ha). En laboratorio y microcosmos, la exposición al Roundup® Activo no alteró el tamaño corporal ni el desempeño natatorio de los renacuajos, mientras que el Cosmo-Flux®411F generó alteraciones del tamaño corporal pero no afectó el desempeño natatorio. Al comparar los CL50 de los dos agroquímicos con las concentraciones empleadas en campo, el Roundup® Activo generó un riesgo moderado mientras que el Cosmo-Flux®411F no resultó letal. Además, el Roundup® Activo fue notablemente más tóxico que el Cosmo-Flux®411F.


  Palabras clave: anfibios, CL50, efectos subletales, glifosato.

  


  ABSTRACT


  Roundup® Active is an herbicide based on glyphosate widely used in Colombia for control of illicit crops and weeds. However, it must be mixed with an adjuvant that facilitates its action, such as the Cosmo-Flux®411F which improves the adhesion and fixation of the herbicide into the leaves of the plants. The aim of this study was to determine the median lethal concentration (LC50) and some sublethal effects (changes in body size and swimming performance) of the Roundup® Active and the Cosmo-Flux®411F to tadpoles of four Colombian anuran species exposed under laboratory and microcosm conditions. The most sensitive species to exposure of Roundup® Active was Hypsiboas crepitans (Laboratory: LC50= 1414 µg a.e. glyphosate/L; microcosm: LC50= 4 kg a.e. glyphosate/ha), and for Cosmo-Flux®411F was Rhinella humboldti (Laboratory: LC50= 319 mg/L; microcosm: LC50= 632.3 L/ha). In laboratory and microcosms, Roundup® Active did not alter the tadpole body size nor the swimming performance, while the Cosmo-Flux®411F generated changes in the body size but not in the swimming performance. Comparing the LC50 of the two agrochemicals with respect to concentrations used in field, the Roundup® Active exerted a moderate risk whereas the Cosmo-Flux®411F was not lethal. In addition, the Roundup® Active was notably more toxic than the Cosmo-Flux®411F.


  Keywords: amphibians, glyphosate, LC50, sublethal effects.

  


  INTRODUCCIÓN


  El glifosato es uno de los herbicidas de mayor uso comercial en el mundo (Plötner y Matschke, 2012), el cual es vendido por numerosas casas comerciales bajo diferentes marcas (Woodburn, 2000), entre las que se encuentran: Roundup®, Rodeo®, Ranger®, Glyphos®. Los herbicidas a base de glifosato son ampliamente utilizados en la agricultura colombiana para la erradicación de malezas, y entre el 10 % y el 14 % es utilizado para el programa de erradicación de cultivos ilícitos de coca y amapola (Solomon et al., 2007). Particularmente, el Roundup® Activo es una de las presentaciones de glifosato principalmente empleadas para el control de arvenses en el país (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007).


  Los estudios sobre los efectos del glifosato y sus productos formulados han concluido que resulta mediana a altamente tóxico para las especies de anuros expuestas en condiciones de laboratorio (Relyea, 2004; Wojtaszek et al., 2004; Relyea, 2005; Bernal et al., 2009a), en donde las diferencias en la toxicidad pueden estar relacionadas con las sustancias tensoactivas no iónicas presentes en las formulaciones comerciales (Plötner y Matschke, 2012). También, que su interacción con otros factores como el pH (Edginton et al., 2004) y la disponibilidad del alimento (Chen et al., 2004) potencian su efecto. Sin embargo, cuando los experimentos se han realizado bajo condiciones de microcosmos se ha observado una reducción significativa en la toxicidad del glifosato (Wojtaszek et al., 2004; Bernal et al., 2009b), la cual es atribuida a la materia orgánica y macrófitas acuáticas presentes en este tipo de experimentos que favorecen la degradación del glifosato a su principal metabolito, ácido aminometil fosfórico (AMPA) (Plötner y Matschke, 2012). Triana et al., (2013), en un estudio reciente con embriones de anuros colombianos, también encontraron que el Roundup® Activo resultó altamente tóxico en los experimentos de laboratorio, pero que su toxicidad disminuyó ostensiblemente en las pruebas de microcosmos, incluso hasta valores que representarían un riesgo leve (20 % de letalidad) para las especies de estudio.


  En los últimos años se han reportado múltiples efectos morfológicos y fisiológicos en anuros expuestos al glifosato (Lajmanovich et al., 2003). Dentro de los efectos morfológicos se encuentran la presencia de deformidades en la cola (Williams y Semlitsch, 2010) y en el intestino de las larvas (Lenkowski et al., 2010), defectos en el desarrollo de la cresta neural y el esqueleto craneofacial (Mann et al., 2009). Cauble y Wagner (2005) también indican que las larvas de Rana cascadae al ser expuestas a una concentración de 1 mg/L de glifosato presentan una menor masa corporal en comparación con el grupo control. Dentro de los efectos fisiológicos en anuros se reportan alteraciones en la actividad de las enzimas hepáticas en Lithobates catesbeianus (Costa et al., 2008), efectos sobre el metabolismo de las hormonas tiroideas (Howe et al., 2004; Mann et al., 2009), alteraciones en el ADN (Mann et al., 2009) y en la síntesis del ARN (Howe et al., 2004).


  Numerosos trabajos se han realizado sobre el impacto del glifosato en los anuros; sin embargo, el herbicida glifosato requiere ser aplicado en combinación con un coadyuvante que facilite su fijación y penetración en las hojas, tal como el Cosmo-Flux®411F el cual es ampliamente utilizado en Colombia durante la aspersión de cultivos ilícitos (Solomon et al., 2005). El Cosmo-Flux®411F es un aceite isoparafínico de alta pureza, con muy baja fitotoxicidad, muy bajo contenido de aromáticos y baja tensión superficial que mejora la humectabilidad, promoviendo así la eficacia de los ingredientes activos (Cosmoagro, 2014). Henao et al., (2013) evaluaron la toxicidad del Cosmo-Flux®411F en embriones de anuros encontrando que las concentraciones sugeridas de aplicación en campo no resultan tóxicas, ni afectan la tasa de crecimiento y desarrollo; sin embargo, en este estudio no se tuvieron en cuenta estadíos más avanzados de desarrollo, como los renacuajos, los cuales han sido reportados como muy sensibles a contaminantes del agua (Egea-Serrano et al., 2012). También, Rondón et al., (2007) desarrollaron un trabajo en el pez Cachama blanca (Piaractus brachypomus) en donde concluyeron que el Cosmo-Flux®411F era letal a concentraciones mayores a las aplicadas en campo, y los reportes de Bernal et al., (2009b), quienes evaluaron el efecto tóxico de la mezcla glifosato (Glyphos®) y Cosmo-Flux®411F en anuros bajo condiciones de microcosmos, la cual no resultó ecológicamente letal. De acuerdo con lo anterior, este trabajo pretende determinar la toxicidad y algunos efectos subletales generados por la aplicación individual del herbicida glifosato, en su presentación comercial como Roundup® Activo, y del coadyuvante Cosmo-Flux®411F, en renacuajos de cuatro especies de anuros colombianos bajo condiciones experimentales de laboratorio y microcosmos.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Especies de estudio


  Este trabajo se realizó con renacuajos en estadío 25 (Gosner, 1960) de cuatro especies de anuros colombianos: Rhinella marina (Linnaeus, 1758), Rhinella humboldti (Gallardo, 1965), Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824) y Engystomops pustulosus (Cope, 1864), las cuales se seleccionaron por encontrarse frecuentemente en áreas de cultivo donde podrían estar expuestas al contacto con estos agroquímicos, no encontrarse en ninguna categoría de amenaza y ovopositar un número elevado de huevos (Guayara-Barragán y Bernal, 2012).


  Las posturas de huevos de las especies fueron colectadas en diferentes lugares del departamento del Tolima, Colombia: R. marina en el municipio de San Luis (04°17' N, y 75°05' W); R. humboldti, en los alrededores de la ciudad de Ibagué (04°25' N, y 75°12' W); H. crepitans y E. pustulosus en el municipio de Coello (04°15' N, y 74°58' W). Las posturas colectadas fueron transportadas separadamente en contenedores plásticos y con agua del lugar de colecta al laboratorio de Herpetología de la Universidad del Tolima, y allí se trasladaron a recipientes con agua previamente declorada por aireación continua, a una temperatura de 23-24 °C, hasta que alcanzaron el estadío 25 (Gosner, 1960). Los renacuajos no fueron alimentados previamente ni durante los experimentos.


  Agroquímicos evaluados


  Roundup® Activo. Herbicida sistémico con una concentración de 363 g/L de ácido de glifosato de formulación a 20 °C, equivalente a 416 g/L de sal potásica de N-(fosfonometil)-glicina (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007). El producto cuenta con licencia de venta número 470 expedida por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA (Cosmoagro, 2014). De acuerdo con la clasificación del Ministerio de Salud de Colombia, este producto se encuentra en la categoría toxicológica III (ligeramente peligroso para la salud humana). La concentración de glifosato sugerida para su aplicación en la agricultura es de 1,77 kg a.e./ha (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007) y para el control de cultivo ilícitos en Colombia es de 3,69 kg a.e./ha (Solomon et al., 2007).


  Cosmo-Flux®411F. El Cosmo-Flux®411F es un coadyuvante estéreo-específico de carácter no-iónico, cuyo ingrediente activo constituye una mezcla de esteres de hexitan (17 %) e isoparafinas líquidas como ingredientes aditivos (83 %). El producto cuenta con la licencia de venta número 2186 expedida por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA (Cosmoagro, 2014) y se encuentra clasificado por el Ministerio de Salud de Colombia en la categoría toxicológica IV (ligeramente tóxico para la salud humana). Cosmoagro®, empresa que se encarga de la comercialización del CosmoFlux®411F, sugiere su aplicación en un volumen de 0,5 a 1 L/ha, o entre 1,5 y 10 mL/L, equivalente a 255 y 1700 mg/L.


  Evaluación de la toxicidad


  Experimentos en condiciones controladas de laboratorio. Durante 96 horas, diez renacuajos de cada especie más su réplica (n = 20 por tratamiento) fueron expuestos por separado a cinco concentraciones del herbicida Roundup® Activo: 325; 750; 1500; 3000 y 6000 µg a.e. de glifosato/L; y del coadyuvante Cosmo-Flux®411F: 106,25; 212,5; 425; 850 y 1700 mg/L. Cada réplica contó con un control negativo (agua declorada). Los renacuajos se expusieron en un litro de la solución experimental (diez renacuajos/litro) dentro de peceras de vidrio con capacidad para 2 litros. El agua utilizada para preparar las soluciones fue previamente declorada por aireación. El experimento consistió en un sistema semiestático en donde las soluciones fueron renovadas totalmente cada 24 horas, esto con el fin de mantener constantes las concentraciones de los agroquímicos evaluados, y antes y después de los recambios se registraron a una profundidad media los parámetros fisicoquímicos de conductividad, oxígeno disuelto, alcalinidad, dureza, temperatura y pH (Tabla 1). Los experimentos se realizaron con un fotoperiodo de luz–oscuridad de 12:12 horas, mantenida a través de lámparas de luz blanca (Phillips TLT 20W/54RS) conectadas a un temporizador digital (General Electric PM621). La toxicidad de cada agroquímico se determinó a través de la concentración letal media (CL50) para cada una de las especies. Estos valores se calcularon de acuerdo a la mortalidad acumulada en las concentraciones experimentales a las 96 horas, a través del método TSK Trimmed Spearman-Karber (Versión 1.5) (Hamilton et al., 1977).
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  Experimentos en condiciones de microcosmos. Los microcosmos son montajes experimentales que se pueden realizar en el laboratorio incluyendo componentes de los sistemas naturales para evaluar los efectos de contaminantes ambientales (Van Leeuwen y Vermeire, 2007). Para el presente estudio, los microcosmos se elaboraron con recipientes de polietileno de 70 cm de diámetro y 13 cm de profundidad (área experimental = 0,1520 m2), a los que se adicionó una capa de tierra (450 g) y arena (647 g) obtenidas del jardín botánico de la Universidad del Tolima. Luego, los recipientes se cubrieron internamente con una tela blanca (muselina), para facilitar la posterior observación y el conteo de los organismos, y se les adicionó diez litros de la solución experimental (2,5 renacuajos/litro), preparada con agua previamente declorada, más hojarasca (dos hojas secas), piedras (cuatro a cinco piedras de tamaño pequeño, 100 g) y una macrófita. Estos microcosmos se ubicaron aleatoriamente en un área ventilada del laboratorio con una temperatura ambiental promedio de 24 ± 2 °C y un fotoperiodo fluctuante de 12 horas luz–12 horas oscuridad, aproximadamente, donde se dejaron en reposo durante una hora antes de colocar los organismos de experimentación en el centro de los recipientes.


  Durante 96 horas, 25 renacuajos más su réplica (n=50 por tratamiento) fueron expuestos separadamente a cinco concentraciones del herbicida Roundup® Activo: 1,845; 3,69; 7,38; 14,76 y 29,52 kg a.e. de glifosato/ha; y del coadyuvante Cosmo-Flux®411F: 205,5 (= 53,1 mg/L); 410,9 (= 106,2 mg/L); 821,9 (= 212,4 mg/L); 1643,9 (= 424,8 mg/L) y 3287,9 L/ha (= 849,6 mg/L), ajustadas de acuerdo con el área experimental. Cada réplica contó con un control negativo (agua declorada). Este experimento consistió en un sistema estático sin recambio de las soluciones experimentales ni del control, donde los parámetros fisicoquímicos de pH, temperatura, conductividad y oxígeno disuelto se registraron a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas a una profundidad media. También se registró la alcalinidad y dureza de las concentraciones experimentales al iniciar y finalizar la exposición. Los valores promedio y la desviación estándar de los parámetros fisicoquímicos registrados a las 0 y 96 horas se resumen en la Tabla 1. La toxicidad del Roundup® Activo y del Cosmo-Flux®411F se determinó a través de la CL50, de la misma manera que en las pruebas de laboratorio.


  Evaluación de efectos subletales


  El análisis de los efectos subletales generados por el herbicida Roundup® Activo y el coadyuvante CosmoFlux®411F se realizó con los individuos sobrevivientes de las dos primeras concentraciones experimentales y el control, donde la sobrevivencia fue superior al 50 % en todas las especies, tanto para los experimentos de laboratorio como los de microcosmos. Para esto, al finalizar las 96 horas de exposición, por cada concentración se seleccionaron diez renacuajos sin deformidades aparentes provenientes de las pruebas de laboratorio, y veinte renacuajos de las pruebas de los microcosmos, los cuales fueron fotografiados para medir el ancho corporal, longitud corporal, longitud de la cola y longitud total con la ayuda del programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Estos datos fueron analizados a través de un análisis multivariado de varianza (MANOVA) y luego con análisis de varianza factoriales (ANOVAS) para establecer diferencias entre las medidas morfométricas de las especies por cada concentración experimental. Adicionalmente, los renacuajos se sometieron a una prueba de capacidad natatoria, que consistió en estimular con un pincel la parte posterior de la cola del renacuajo hasta que este se desplazara a través de una pista de agua de 50 cm de largo x 1 cm de ancho x 1 cm de alto, construida con un canal de plástico que incluía lateralmente una cinta métrica. El agua de la pista fue agua declorada con una temperatura promedio de 23 ± 1,4 ºC. Por cada organismo se realizaron tres pruebas y entre estas se escogió el registró de la máxima distancia recorrida (cm) y la máxima velocidad alcanzada (cm/s). Estos datos fueron comparados a través de un análisis multivariado de covarianza (MANCOVA) y posteriores análisis de covarianzas (ANCOVAS), teniendo en cuenta la longitud total de los organismos como covariable.


  RESULTADOS


  La especie más sensible a la exposición del Roundup® Activo bajo condiciones de laboratorio y microcosmos fue H. crepitans (Laboratorio: CL50 = 1414 µg a.e. de glifosato/L y microcosmos: CL50 = 4 kg a.e. de glifosato/ha) y la más resistente en laboratorio fue E. pustulosus (CL50 = 2789 µg a.e. de glifosato/L) y en microcosmos R. marina (CL50 = 16,9 kg a.e. de glifosato/ha) (Tabla 2). Para el caso de la exposición al Cosmo-Flux®411F, R. humboldti presentó la mayor sensibilidad bajo condiciones de laboratorio (CL50 = 319 mg/L) y microcosmos (CL50 = 632,3 L/ha), mientras que H. crepitans mostró la mayor tolerancia en condiciones de laboratorio (CL50 = 1457 mg/L) y en microcosmos, en donde el valor CL50 no pudo ser calculado por el programa debido a la baja mortalidad presentada (Tabla 3).
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  Las especies expuestas al Roundup® Activo bajo las dos condiciones experimentales no presentaron alteraciones significativas en el tamaño corporal (Laboratorio: Hotelling T2 = 0,02; p = 0,8433 y microcosmos: Hotelling T2 = 0,04; p = 0,3647), ni en la capacidad natatoria (Laboratorio: Hotelling T2 = 0,08; p = 0,9469 y microcosmos: Hotelling T2 = 0,18; p = 0,8956). Por el contrario, los organismos expuestos al Cosmo-Flux®411F sí presentaron diferencias significativas en las medidas morfométricas bajo las dos condiciones experimentales (Laboratorio: Hotelling T2 = 0,11; p = 0,0041 y microcosmos: Hotelling T2 = 0,11; p = 0,0020). En las pruebas de laboratorio, el ancho corporal fue la variable que generó la diferencia entre las concentraciones evaluadas del Cosmo-Flux®411F y el control (ANOVA, F = 3,52; p = 0,0315) (Fig. 1), mientras que en las pruebas de microcosmos todas las variables morfométricas presentaron diferencias significativas con respecto al control (ANOVA, p < 0,05 para todos los casos) (Fig. 2). La capacidad natatoria en las especies expuestas al Cosmo-Flux®411F tampoco se vio afectada significantemente (Laboratorio: Hotelling T2 = 0,18; p = 0,7969 y microcosmos: Hotelling T2 = 0,12; p = 0,9430).
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  Los parámetros fisicoquímicos de las soluciones registrados antes y después de los recambios en las condiciones de laboratorio y durante las 96 horas en las pruebas de microcosmos no variaron drásticamente (Tabla 1), aunque en los microcosmos el oxígeno disuelto mostró una reducción significativa a lo largo de las 96 horas, tanto para los experimentos con el Roundup® Activo (Pearson r = -0,508; p = 0,000) como con el CosmoFlux®411F (Pearson r = -0,162; p = 0,012) (Tabla 1).


  DISCUSIÓN


  El Roundup® Activo resultó letal para las especies de estudio expuestas bajo condiciones de laboratorio, a excepción de E. pustulosus, ya que los CL50 experimentales fueron menores en comparación con la concentración de glifosato estimada para su aplicación, de acuerdo con el programa de erradicación de cultivos ilícitos (5392,92 µg a.e. de glifosato/L = 3,69 kg a.e. de glifosato/ha), o para la agricultura (2586,84 µg a.e. de glifosato/L = 1,77 kg a.e. de glifosato/ha) (Tabla 2). Por su parte, los CL50 de las especies expuestas bajo las condiciones de microcosmos fueron notablemente mayores a la concentración empleada de glifosato para la erradicación de cultivos ilícitos y en la agricultura, con la excepción de H. crepitans cuyo CL50 fue 4 kg a.e. de glifosato/ha, un valor muy cercano a la concentración usada en el programa de erradicación de cultivos ilícitos y que representa una mortalidad aproximada del 50 %.


  Para el caso de la exposición al Cosmo-Flux®411F bajo condiciones de laboratorio, al comparar los CL50 hallados para las especies con la concentración máxima sugerida para su aplicación por Cosmoagro (2014), de 10 mL/L = 1700 mg/L, estos valores fueron menores, indicando que el coadyuvante es tóxico para las especies de estudio (Tabla 3). Por el contrario, los valores CL50 obtenidos en los microcosmos (Tabla 3) resultaron mayores comparados con la dosis de aplicación recomendada por Cosmoagro (0,5 a 1 L/ha), mostrando que este coadyuvante no resulta tóxico para los renacuajos de ninguna de las especies. Incluso, en la especie H. crepitans la mortalidad acumulada en cada concentración experimental fue tan baja que no se pudo calcular el valor CL50.


  Los valores de toxicidad obtenidos para el Roundup® Activo en condiciones de laboratorio, entre 1414 y 2789 µg a.e. de glifosato/L, se encuentran dentro del rango reportado para otras especies expuestas a diferentes presentaciones comerciales de glifosato (Edginton et al., 2004; Relyea y Jones, 2009; Moore et al., 2012). Particularmente, los intervalos de confianza de los CL50 encontrados para el Roundup® Activo no se diferenciaron significantemente con los reportados por Bernal et al., (2009a) para la mezcla del glifosato (Glyphos®) y el Cosmo-Flux®411F, a excepción de H. crepitans que resultó ser la especie más sensible, y de los hallados por Triana et al., (2013) en embriones de estas especies expuestas al Roundup® Activo. Por su parte, la alta toxicidad del coadyuvante Cosmo-Flux®411F encontrada en las pruebas de laboratorio (valores CL50 menores a la concentración máxima sugerida de aplicación = 1700 mg/L), concuerda con los resultados hallados para los embriones en tres de las cuatro especies evaluadas por Henao et al., (2013), R. humboldti, R. marina y H. crepitans, en donde los valores de CL50 (desde 495,18 hasta 858,26 mg/L) también resultaron inferiores a la concentración de aplicación en campo.


  Los renacuajos expuestos al Roundup® Activo presentaron una sensibilidad menor en condiciones de microcosmos que bajo las pruebas de laboratorio, como ha sido reportado en otros estudios (Relyea, 2004; Tsui y Chu, 2004; Wojtaszek et al., 2004; Triana et al., 2013), probablemente por la disminución en la concentración del glifosato en este medio a partir de las primeras 24 horas (Trumbo, 2005). Por el contrario, el Cosmo-Flux®411F presentó una toxicidad mayor en condiciones de microcosmos que en las pruebas de laboratorio (Tabla 3). Lo anterior concuerda con el estudio realizado por Henao et al., (2013), quienes encontraron una mayor mortalidad en embriones de anuros expuestos al Cosmo-Flux®411F bajo condiciones de microcosmos que en laboratorio, atribuido a la falta de renovación de las soluciones experimentales. Aunque los renacuajos en estadíos tempranos pueden nadar hacia la superficie, como fue observado frecuentemente, la mayor parte del intercambio gaseoso lo realizan a través de su piel (McDiarmid y Altig, 1999), ya que la función primaria de los pulmones está relacionada con la flotabilidad más que con la respiración (McDiarmid y Altig, 1999). Así, la disminución del oxígeno probablemente pudo ser un factor crítico que contribuyó a la mayor sensibilidad de los renacuajos ante la exposición del Cosmo-Flux®411F.


  En las pruebas de toxicidad del Roundup® Activo bajo las condiciones de microcosmos, la concentración del oxígeno en las soluciones experimentales también disminuyó significantemente (Tabla 1), no obstante estos valores no decayeron tan drásticamente como en el caso del CosmoFlux®411F y se encuentran dentro del rango tolerante para algunas especies de anuros (Bernal et al., 2011).


  A diferencia del trabajo realizado por Cauble y Wagner (2005), quienes encontraron que las larvas de R. cascadae al ser expuestas al glifosato aceleraban su metamorfosis reduciendo significativamente su tamaño, en este estudio la exposición al Roundup® Activo no afectó el tamaño corporal de los renacuajos de las especies expuestas, incluso dicha exposición tampoco afectó la capacidad natatoria. Estos resultados contradicen estudios como el de Relyea (2012) quien señala que la exposición al Roundup® en R. sylvatica y R. pipiens induce cambios en la cola de los renacuajos, los cuales podrían interferir en su desempeño natatorio afectando su capacidad de respuesta ante depredadores (Kats et al., 2000; Belden y Blaustein, 2002). Para el caso de la exposición al Cosmo-Flux®411F, este sólo generó alteraciones en el tamaño corporal de las especies a partir de una concentración de 106,25 mg/L en laboratorio y de 205,5 L/ha (53,1 mg/L) en microcosmos, correspondiente a más de 205 veces la dosis mayor empleada en campo (Figs. 1 y 2).


  CONCLUSIONES


  Comparando las concentraciones sugeridas de aplicación de los dos agroquímicos con los valores CL50 obtenidos en las condiciones de microcosmos, las cuales reflejan en mejor medida las condiciones reales de campo, el Roundup® Activo representa un riesgo moderado, ya que puede causar una mortalidad hasta del 50 % en dos de las cuatro especies de estudio, en tanto que el Cosmo-Flux®411F no resulta letal. Los datos de laboratorio y microcosmos también confirman la diferencia en el efecto tóxico entre estos dos agroquímicos, en donde el Roundup® Activo resultó aproximadamente 700 veces más tóxico que el Cosmo-Flux®411F. De acuerdo con estos resultados, y a reportes sobre el efecto combinado del glifosato y el Cosmo-Flux®411F (Bernal et al., 2009a; Bernal et al., 2009b), la toxicidad generada por la mezcla utilizada en campo podría ser atribuida al herbicida glifosato.
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  ABSTRACT


  Collections of frozen tissue samples stand as keystone sources of molecular information to construct biodiversity knowledge, and are particularly challenged if they focus on megadiverse countries. In 1998 the Humboldt Institute (Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt) began a tissue collection of Colombian biodiversity (IAvH-CT) and the aim of this work is to present a diagnostic and an historical perspective for that collection, constructed by compiling information and experiences on its management as well as by organizing and curating the information of each catalogued sample. After 16 years, the IAvH-CT harbors 16,469 samples, which represent around 2530 species from 1289 genera, and 323 families of the Colombian biodiversity. Samples are biased toward plants (44 %) and birds (40 %), but also include other animal taxa. Geographically, IAvH-CT includes samples from all Colombian departments, but there is broad variation in their coverage. When compared with other international collections, IAvH-CT fulfills several standards of sample storage and data management, but its major weakness is that several tissues seem to lack a vouchered specimen. Tissues housed at IAvH-CT have been included in at least 48 studies published in several scientific journals. IAvH-CT is implementing strategies to improve curatorial standards, fill-in taxonomic gaps, and to explore the potential of its samples to understand the outstanding Colombian biota in a cooperative research framework among institutions.


  Keywords: biological collections, biorepository, birds, cryoconservation, Neotropics, plants.

  


  RESUMEN


  Las colecciones de tejidos son fuentes fundamentales de información molecular para el conocimiento de la biodiversidad, y son particularmente desafiantes si están enfocadas en países megadiversos. En 1998 el Instituto Humboldt (Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt) inició una colección de tejidos de la biodiversidad colombiana (IAvH-CT). El objetivo de este trabajo es presentar un diagnóstico y una perspectiva histórica de esta colección, mediante la compilación de información y de experiencias sobre su manejo y organizando y curando la información de cada muestra catalogada. Después de 16 años IAvH-CT resguarda 16,469 muestras, que representan alrededor de 2530 especies de 1289 géneros y 323 familias de la biodiversidad colombiana. El número de muestras está sesgado hacia plantas (44 %) y aves (40 %), pero también incluyen otros taxones animales. Geográficamente, IAvH-CT incluye muestras de todos los departamentos colombianos, pero hay una gran variación en su cobertura.


  Al ser comparada con otras colecciones internacionales se encuentra que IAvH-CT cumple varios estándares de almacenamiento de muestras y de manejo de datos, pero su gran debilidad es que varios tejidos aparentemente carecen de un ejemplar de referencia. Varios tejidos almacenados en IAvH-CT han sido incluidos en al menos 48 estudios publicados en varias revistas científicas. IAvH-CT está implementando estrategias para mejorar la curaduría, llenar vacíos taxonómicos y explorar el potencial de sus muestras para entender la impresionante biota colombiana en un marco de investigación en cooperación con otras instituciones.


  Palabras clave: aves, biorepositorio, colecciones biológicas, crioconservación, Neotrópico, plantas.

  


  INTRODUCTION


  The role of biological collections from megadiverse countries as a tool to conduct scientific research about biodiversity, evolution, or conservation is relevant and challenged because these countries not only harbor a large proportion of the life forms, but also several species and ecosystems of conservation concern (Mittermeier et al., 1998; Myers et al., 2000; Hillebrand, 2004; Orme et al., 2005; Kier et al., 2009). Such is the case of Colombia, a medium-size country located in northern South America that probably hosts more than 10 % of the species in the world (Rangel-Ch, 1995; Samper, 1997; Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt, 1998; Myers et al., 2000; Rangel-Ch., 2006; Sistema de Información sobre Biodiversidad de Colombia [SiB-Colombia], 2013). Although Colombia has faced a series of complex social problems during the last century, Colombian researchers and institutions have managed to maintain scientific exploration and increased the production of scientific knowledge about biodiversity, supporting the growth of biodiversity representation in biological collections and the open access to the data (Arbeláez-Cortés, 2013b; Sistema de Información sobre Biodiversidad de Colombia [SiB-Colombia], 2013).


  The Humboldt Institute (Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt, hereafter IAvH) is part of the Colombian National Environmental System (Sistema Nacional Ambiental, SINA), which aims to store and share data to generate knowledge about Colombian environment and ecosystems. One of the main goals of IAvH is to carry out scientific research on biodiversity in the continental territory of Colombia, including not only terrestrial ecosystems and species, but also aquatic and genetic resources. The biological collections of IAvH, most of which were inherited from the former Instituto Nacional de Recursos Naturales (INDERENA), currently host around 450,000 cataloged objects, of more than 14,000 species in different specimen type-oriented collections (i.e., vertebrate, eggshell, herbarium, entomology and other-invertebrates), natural sound collection, and tissue collection. The biological collections of IAvH are among the largest and more representative in Colombia and have proved to be crucial for understanding Colombian biodiversity through the support of several research programs (C. A. Medina, unpublished data). Particularly, the tissue collection of IAvH (IAvH-CT) holds more than 16,000 samples of over 2500 species of plants and animals ready to be included in studies gathering molecular information with non-commercial purposes.


  Cryogenic tissue collections store biological material usually frozen at temperatures below -80 °C, but other methods could be used in other kinds of tissue collections, allowing long-term availability of tissues as useful and optimal sources to obtain molecular information (Corthals and Desalle, 2005; Hanner and Gregory, 2007; Zimkus and Ford, 2014). Moreover, tissue collections are crucial in tropical countries where access through all their territory in order to obtain fresh tissues for molecular studies is sometimes excessively expensive or even dangerous for researchers (Anderson and Maldonado-Ocampo, 2013; Regalado, 2013). Besides, a tissue collection maintained over several years allows the access to reliable molecular information across different periods, which could be useful to detect changes in species of short generation time, and if maintained longer also for other species. The scientific value of tissue collections is enormous, especially if their samples are associated to voucher material in specimen type-oriented collections (e.g., Ruedas et al., 2000; Suarez and Tsutsui, 2004; Cuervo et al., 2006; Pyke and Ehrlich, 2009; Astrin et al., 2013; Gaudeul and Rouhan, 2013; Rocha et al., 2014). Although the development in the fields of ancient and environmental DNA is opening a broader spectrum to access molecular information (e.g., Rasmussen et al., 2011; Meyer et al., 2012; Shokralla et al., 2012; Orlando et al., 2013), tissue collections remain keystone sources of material to obtain molecular data for studies on biodiversity.


  Our aim is to present a diagnostic and an historical perspective for IAvH-CT. To do this we compiled information and experiences from the first 16 years of IAvH-CT and basic data for other similar collections around the world. In particular, we depict the taxonomic and geographical coverage of the collection as well as the knowledge obtained by using their tissue samples, highlighting the potential of IAvH-CT to produce new knowledge about Colombian biodiversity.


  MATERIAL AND METHODS


  Data curation and diagnosis of the geographic coverage, taxonomy, and vouchered material


  We compiled the information of each catalogued sample at IAvH-CT from August 1998 to August 2014, to construct a database using Access (Microsoft, 2010). The taxonomy and geography at the departmental level (i.e., major administrative and geopolitical division of Colombia) were curated to homogenize the information of all sample records. We used Catalogue of Life 2013 (Roskov et al., 2013) to homogenize the taxonomic information. The list matching service, available on the webpage of Catalogue of Life, was used to compare the taxa names in our database, allowing to identify synonyms and misspellings, which were corrected in an additional field of our database. It is necessary to note that the species name of every sample as it was originally written was kept in another field of the database ("Determination Remarks"). In a few cases, some names did not appear in Catalogue of Life; when these names corresponded to plants we curated them using the Tropicos database (Missouri Botanical Garden, 2013), which is a more comprehensive source of taxonomic information for Neotropical plants than Catalogue of Life. A few other names that we did not find were defined as "non existent" and excluded from the analyses. The curation of the geographic information consisted on a revision for misspelled department names and filling in the database field for department adscription for records that only included information about locality or municipality.


  To depict and quantify the taxonomic coverage we conducted queries in different taxonomic ranks. IAvH-CT is also organized by "biological groups" (e.g., plants, birds, fishes, invertebrates), which do not correspond to the same taxonomic rank, or sometimes do not represent a valid taxon, but are useful to ascribe samples to general groups. Therefore, the samples of this field were also quantified. Additionally, we ranked the families with the larger number of species and samples. In order to obtain a picture of the taxonomic representation of Colombian biodiversity at IAvH-CT we compared the number of species represented in the collection with the number of species reported for Colombia for taxa with available information (Mendoza et al., 2004; Mendoza and Ramírez, 2006; Rangel-Ch., 2006; Maldonado-Ocampo et al., 2008; Salaman et al., 2009; Galeano and Bernal, 2010; Donegan et al., 2013; Sistema de Información sobre Biodiversidad de Colombia [SiB-Colombia], 2013; Solari et al., 2013; Acosta, 2014). To examine the geographical pattern of the samples of IAvH-CT we mapped their geographic provenience at department level using five ranks and the method of natural breaks in ArcGis 9.1 (ESRI, 2009).


  We also searched the database to know if there is information for a voucher specimen supporting the samples. The IAvH-CT's database includes two fields where this information can be queried. One field ("museum number") indicates the catalog number assigned to the specimen voucher in a collection specialized in the taxon, while another field ("specimen location") indicates the biological collection where the specimen voucher was sent. Hence, we made a query for the samples with no information in both fields. After this query, we explored the taxa included in order to know if they were collected in the context of population genetics projects, which usually do not include specimen vouchers.


  An historical perspective for IAvH-CT and its place among other tissue collections


  We compiled information on the management of IAvH-CT since its foundation to construct an historical perspective. Basic information on the collection was recovered from printed texts, electronic files, and personal records of the authors who have been involved as curators, or associated researchers, during different periods. Some issues of this history had been already addressed by Palacio-Mejía (2006).


  We also ranked the IAvH-CT in a global context by comparing it with other tissue collections around the world. To do this, we conducted ad libitum searches in institutional webpages of several tissue collections and extracted information from the abstracts published for the Global Genome Biodiversity Network (GGBN) meeting of 2014 (Global Genome Biodiversity Network, 2014) and from the list of collections presented in Zimkus and Ford (2014). For information available we searched the following data of each collection: geographic location, year of foundation, preservation method, biological groups, sample numbers, and geographic coverage. However, such information was incomplete for every collection. Therefore our comparison of each item of information for IAvH-CT must be limited to the information available for subsets of other collections.


  Publication survey


  Finally, to quantify the role of IAvH-CT in generating knowledge about Colombian genetic diversity we compiled the publications that have used its samples. To do this we selected the published works included in a list of research projects conducted using the collection between 1998 and 2010, which is part of the archive at IAvH-CT. Additionally, other studies were recovered, and added to this list, by searching the works of researchers that have received tissue grants from IAvH-CT and by searching the acronym IAvH in GenBank. We restricted the analysis to papers in scientific journals. The complete text of each paper was revised to identify whether there was an explicit mention of samples from IAvH-CT. In certain cases it was found that some papers did not mention IAvH-CT (or IAvH-BT, acronym of the former name), but the use of IAvH-CT samples in these works was tacit (see Results), and therefore these papers were also included. The bibliographic records were compiled in another database and were organized and analyzed using basic bibliometric methods, in a similar manner as in Arbeláez-Cortés (2013b). The 2013 impact factor (Thomson Reuters, 2014) of each journal was annotated for each publication.


  RESULTS


  Taxonomic coverage


  At least 2530 species from 1289 genera, 323 families, 124 orders, 16 classes, and eight phyla of Colombian biodiversity are represented in the 16,469 samples housed at IAvH-CT. By sample, we refer to the tissue or DNA of a single individual that in some cases is stored in several cryovials (one to ten), of which IAvH-CT includes around 21,000. The precise number of species remains unknown because several samples are identified only at the genus or family ranks and could correspond to species already represented in IAvH-CT. The samples are biased toward plants (44 %) and birds (40 %).


  Regarding species numbers, birds are well represented (around 905 species), including almost half of the Colombian species (Table 1), but plants are underrepresented in spite of the high number of species included (1139 species, 4 % of Colombian richness). Nonetheless, freshwater fishes (182 species), reptiles (72 species), and mammals (77 species) represent between 12 and 16 % of the Colombian species (Table 1), while the other biological groups (amphibians, insects, other invertebrates, and microorganisms) represent just around 150 species. The top-twenty families list (Table 1) includes taxa represented by 22 to 176 species, and between 43 and 927 samples. For 14 families we found recently published information about their number of species in Colombia (Table 1), and 11 of them (palms and ten bird families) have a representation of more than 50 % of its richness. Other families with large numbers of samples (more than 300) are: Fagaceae, Poaceae, Cheloniidae, and Arcidae, which reflects an intensive sampling for specific population genetic projects in a few species that harbor particular interest for some researchers.


  [image: ]


  Geographic coverage


  After curating the department information for 1453 records, to complete the basic geographic information for all samples, we found that IAvH-CT includes samples from all Colombian departments (Fig. 1). However, the number of samples per department was highly variable (Fig. 1), between two and 1646, being Antioquia, Valle del Cauca, Cauca, and Vichada the most sampled departments (with more than 1000 samples each). In general, a large part of Colombian territory is relatively well sampled, particularly the Andes, northern Orinoquia, and southern Amazonia. However, there are still gaps in sampling between Amazonia-Orinoquia and in the Caribbean. Besides, it is necessary to note that samples for some departments are biased towards a few selected species. A geographical pattern of the coverage of IAvH-CT in more detail could be visualized at: data.sibcolombia.net/dataset/resources/115/, and is based on a set of samples with available georeferences.
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  Voucher coverage


  At present there are around 8900 samples at IAvH-CT for which there is information for an associated specimen voucher (i.e., catalogued specimen or exsiccate) or information for the storage of such a specimen voucher in another collection specialized in the taxon. Among the almost 7500 samples without specimen voucher information, 42 % corresponds to species with numerous samples collected for population genetics projects that do not seem to have considered collection of specimens, and probably these samples will remain without voucher support.


  History and management of IAvH-CT


  During the establishment of IAvH in 1995, one aim was to fill in gaps on the knowledge of Colombian biodiversity. After an exploration of facilities and projects of several institutions in Colombia a gap in the genetic diversity knowledge was identified. This gap was addressed by the conformation of a national collection of tissue samples of Colombian biodiversity which was originally named Banco de Tejidos. This collection was an idea of the former director of IAvH, Cristián Samper, a visionary who set a keystone agenda for research on Colombian biodiversity (Samper, 1997). IAvH-CT is located, since its foundation in August 1998, in the Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) at Valle del Cauca, between Cali and Palmira. The CIAT has been an important partner that, in the frame of a cooperation agreement between institutions during the earlier years and a service contract during the last years, has provided the space, services, and facilities to maintain the IAvH-CT operational.


  IAvH-CT is based on a vapor-phase liquid nitrogen storing system to preserve the samples below -155 °C. This system was selected following the advice of the Smithsonian Natural History Museum and the American Museum of Natural History, and consists of two cryovats (Taylor-Wharton 38K, Mark III Kseries). The liquid nitrogen is supplied by a commercial company, and one Dewar with 148 L of liquid nitrogen is necessary every 11–14 days for one cryovat. Samples are stored in boxes for 81 cryovials, which are organized in vertical racks of 13 shelves that allow storing around 60,000 samples in both cryovats. However, the capacity of IAvH-CT could be expanded to 76,700 vials if 100-vials boxes are used and if racks for 25-vial boxes are added to fill up the whole space of each cryovat. Each cryovial is marked with the IAvH-CT catalog number in its cap insert and on its lateral label, other data included are the field (or collector) number of the sample and the basic taxonomic information. In order to establish a direct link to specimen vouchers, the latest cryovials are being marked (among brackets) also with the catalogue's number of the specimen voucher (if it was already assigned) or with the collection's acronym (or the institution's name) where it was sent. Most of the cryovials are also marked with a linear barcode sticker, readable with an optic devise. This system allows recovering the information on the database for each sample by "reading" the particular vial, but by the time of writing the system is waiting to be migrated and linked to the curated database.


  As noted by Palacio-Mejía (2006), the intention of IAvH in 1998 was to build up an active working tissue collection, then a basic laboratory was established in the same year with the support of the Science Funding Agency of Colombia (COLCIENCIAS) and the technical assistance of the Biotechnology Unit of CIAT. The laboratory was equipped to obtain DNA of different biological groups and to implement molecular markers based on electrophoresis banding patterns (i.e., AFLPs, RAPDs, and microsatellites). Additional projects of IAvH have provided further reagents, materials, and equipment, and during recent years the change towards analyses based on DNA sequences has made it necessary to use the service of commercial companies.


  Since the beginning, IAvH-CT has provided the service of storing samples for researchers. Therefore, some proportion of the samples had been deposited in custody (see below) or as donations by researchers from other institutions. However, the majority of IAvH-CT' samples have been obtained from tissues collected by the IAvH research team, sometimes in cooperation with other institutions. At least 29 institutions and around 240 collectors have been involved, in some way, in providing samples to IAvH-CT.


  Issues such as sample curation, protocols for grant and deposit of samples, and the first database structure were guided by the standards set by the Smithsonian Natural History Museum and by using guidelines from Dessauer et al., (1996) and Prendini et al., (2002), and recently the issues discussed by Nagy (2010) have also been considered. Along the years, the database, the curation routines, and the protocols have been improved or adjusted to deal with the conditions, policies, and biodiversity of Colombia. Particularly, during the last year the database has been organized, curated (as indicated above), and migrated to Specify v. 6.4.13 (Specify Software Project, 2013) in order to share routines with other IAvH collections. The data at IAvH-CT are public and available through the SIB-Colombia and through the Global Biodiversity Information Facility (Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander von Humboldt, 2014), and will be periodically updated. The institutional information of IAvH-CT, its policies and protocols (in Spanish) are available at http://humboldt.org.co/servicios/colecciones-biologicas/tejidos. At present, IAvH-CT is member of GGBN and is working to improve routines and sharing data and protocols to join the globally distributed databases that aim to bridge the gap between biodiversity repositories (Droege et al., 2013). In fact, the protocols for grant and deposit of samples in IAvH-CT include information of policies from other international collections (e.g., the Genetic Resource Collection of the Burke Museum, the Tissues Collection of the Ornithology Division of the Biodiversity Institute and Natural History Museum of Kansas University, the Tissue Collection of the Zoological Museum of Copenhagen, the Genetic resources of Mammals of University of Alaska, the Museum of Vertebrate Zoology of University of California, and the Frozen Tissue Collection of the Australian Museum) and fulfill several standards set in Applequist (2014).


  IAvH-CT among other tissue collections


  We recovered partial information for 109 non-human tissue collections around the world (data available upon request), mainly from the United States (46) and Europe (30), while Latin America included only nine. Regarding the year of foundation, indicated for 41 collections, IAvH-CT is placed among the 17 tissue collections established before 2000. Considering the storage method, only 19 collections, of 75, utilize liquid nitrogen as IAvH-CT. In relation to the number of samples we found values for 81 collections, and assuming that numbers reported for these collections correspond to single samples (not cryovials) IAvH-CT ranks 48. The data gathered also indicates that 30 collections had global or continental coverage while only ten collections were national or regional in focus as IAvH-CT. Finally, 46 collections are focused in one biological group while 38 collections included several high-rank taxa as IAvH-CT.


  Bibliometric account


  The compilation of studies using samples of IAvH-CT rendered a list of 48 published works (data available upon request). However, only 34 papers indicated explicitly the use of IAvH-CT samples. The remaining publications did not mention IAvH-CT, but they mentioned the work in the collection's laboratory with samples of taxa that are catalogued in IAvH-CT's database, indicated acknowledgement to IAvH-CT curators, or corresponded to works from researchers that have received grants or that have deposited samples in IAvH-CT of the same taxa included in their studies. Considering these 48 works, publications begun in 2000, had appeared in 27 journals, 23 of which (including 43 publications) had an impact factor between 0.2 and 42.4. These works included between one and 48 IAvH-CT samples, which have been used mainly to complement a larger sample obtained from other tissue collections, particularly from the United States. The class Aves represents the taxon included in most works (n=26) and reaches the high-impact journals. However, IAvH-CT samples of plants also have been included in some papers of high visibility. Those works have analyzed principally DNA sequences for one to six loci, but some studies have included other molecular markers such as AFLPs and microsatellites. Besides, IAvH-CT has provided support to at least 47 theses of pre- and postgraduate students, but a large volume of them remain as grey literature.


  DISCUSSION


  The goal of this paper is to present a diagnosis of IAvH-CT. This diagnosis indicates that during its history, IAvH-CT has been growing as a storage collection (around 1000 new samples per year) as well as a source of scientific information (three papers per year including information from their samples). The comparison of IAvH-CT with other collections and with the information in Zimkus and Ford (2014) and Applequist (2014), indicates that this collection fulfills several standards of international tissue collections. For instance: a broad coverage (but necessarily incomplete) of taxa and geography, a high standard cryopreservation method, public access to the information of their samples, and detailed protocols for depositing and for grant of samples. All these issues are more relevant when it is considered that IAvH-CT is focused on a megadiverse country, and that the policies of Colombia (e.g., Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2013a; Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2013b) do not allow the existence of a similar collection in other country. In fact, the bird samples (a large part of them associated to specimen vouchers in Colección de Aves de Colombia del Instituto Humboldt, IAvH-A) positioned IAvH-CT among the most relevant tissue collections of birds in the world (Stoeckle and Winker, 2009), and have allowed to conduct barcoding projects (Gonzalez and Paz, 2013) and have contributed in understanding different evolutionary aspects of the Neotropical species (e.g., Cadena et al., 2007; Puebla-Olivares et al., 2008; Mauck III and Burns, 2009; Parra et al., 2009; Parra, 2010; Sedano and Burns, 2010; Chaves et al., 2011; d'Horta et al., 2012; Gutíerrez-Pinto et al., 2012; Rheindt et al., 2013; Valderrama et al., 2014).


  There are also issues that must be addressed in order to set higher standards for IAvH-CT and to take advantage of the space available. For instance, it is necessary to increase the representation of some regions such as Caribbean, southern Orinoquía, and Northern Amazonia as well as biological groups such as plants, invertebrates, and amphibians. Taxa such as Fungi, not represented yet in IAvH-CT, could be another target for the near future. Some of these gaps will be surely filled as a result of the ongoing and further collection work conducted by IAvH and other institutions. However, to optimize it, IAvH-CT must be involved in planning the explorations and during the field work to collect tissue samples in addition to the specimens. In fact, the relatively well sampled departments in the Andes, Orinoquía, and Amazonia reflect the intensive work conducted during several years by Grupo de Exploración y Monitoreo Ambiental (GEMA) of IAvH, which was assisted in this aspect from IAvH-CT. In addition, researchers from other institutions could contribute to fill several gaps if they consider IAvH-CT as a centralized facility for Colombian biodiversity genetic resources, which could provide assistance and materials for tissue collection, and where is allowed to deposit tissue samples with exclusivity of access by up to five years.


  Probably, the most pervasive weakness of IAvH-CT is the absence of vouchered specimens to support a large part of the samples stored there. Although IAvH-CT is a reference collection and since the beginning it has emphasized the association of the samples to a voucher, at present the proportion of samples for which there is information for an associated specimen in another collection is only 55%. In order to deal partially with this issue IAvH biological collections are implementing a routine to link the samples and the specimens in a synchronous curatorial process for samples collected in IAvH's recent projects, and a similar strategy could be implemented with other institutions. Besides, the protocol for samples deposited in IAvH-CT places strong emphasis on the association of each sample to some kind of evidence of the phenotype of the organism, considering not only specimens but also digital vouchers in some special cases (see Astrin et al., 2013). It is well known that the absence of vouchers supporting samples in tissue collections removes a large part of the scientific value of such tissues because it is not possible to confirm taxonomic identifications, nor conduct analyses of variation in phenotypic traits (e.g., Ruedas et al., 2000; Suarez and Tsutsui, 2004; Cuervo et al., 2006; Pyke and Ehrlich, 2009; Astrin et al. 2013; Gaudeul and Rouhan, 2013; Rocha et al., 2014). >Particularly, the issue of the taxonomic identification is critical in Colombia that has a high rate of description of new species, even in relatively well known groups of vertebrates (Arbeláez-Cortés, 2013a; Arbeláez-Cortés, 2013b). Another deficit detected at IAvH-CT is the incongruence between taxonomic information of samples and taxonomic identity according to the molecular information obtained. This incongruence is between the molecular information and the voucher identification (not just the database information) suggesting that an error could have occurred during the sample collection. Some data obtained during different projects of IAvH indicate that this incongruence could be affecting around 5 % for bird tissues, but a detailed evaluation will be necessary to set a precise number.


  As any biological collection, IAvH-CT involves a cost (around 45,000 US per year) which includes payment of the location, services, salaries, supplies, and the basic operating costs, but not research activities. This budget is similar to the one invested in other IAvH's specimen collections and is among the amount of annual budgets of international genetic resources collections (Zimkus and Ford, 2014). However, in proportion this cost is high as the number of samples is still low at IAvH-CT in comparison with other collections of IAvH, which include larger number of specimens. Considering the high capacity for storing samples of IAvH-CT the cost-benefit relationship will be balanced with the growth of this collection. However, as indicated above this growth must be planned and assisted, in order to fill up taxonomic and geographic gaps to allow a better representation of Colombian biodiversity. Additionally, it will be also necessary to assign a permanent budget to conduct the adequate scientific research allowed by such volume of samples from a megadiverse country.


  Genetic diversity is an issue relatively poorly studied in Colombia (Arbeláez-Cortés, 2013b). However, it is clear that IAvH-CT has been useful to study this issue (see the bibliometric account section), and has a great potential to continue filling such a knowledge's gap, which was the original reason for its foundation. It is known that the costs of DNA analyses have dropped greatly, while fieldwork remains costly and sometimes more difficult in several areas (Applequist, 2014). Therefore, IAvH-CT rises as a keystone to support cooperative research initiatives. However, researchers must understand that Colombian policies around biodiversity and genetic resources despite being more flexible than years ago (Nemogá and Rojas, 2007; Fernández, 2011) still require some permits (e.g., Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2013a; Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2013b). These policies are in line with the high national pride related with Colombian biodiversity, but they also render the international cooperation difficult (though not impossible), and the access to low price, or to high technology methods (when the material is sent overseas for analyses) is also slowed.


  CONCLUSIONS


  The diagnostic we presented for IAvH-CT clearly indicates that this collection has been an active repository of material to obtain molecular information on Colombian species (for non-commercial scientific research) as well as an important source of scientific knowledge. In spite of several gaps in geographic and taxonomic coverage, and the failure represented by the absence of voucher specimens for several samples, IAvH-CT could be considered a central repository of tissues of Colombian biodiversity, and we encourage researchers to use it and to contribute to it. The 16 years of IAvH-CT and their articulation with the other collections of the IAvH have allowed gaining experience to improve protocols and routines in order to reach higher curatorial standards. The tissues housed at IAvH-CT and their associated information must be considered as an important Colombian scientific resource, which reflect the work of many people, and are available for a broad spectrum of research possibilities. However, to understand the outstanding biota of Colombia represents a high-level scientific enterprise and its study must be conducted and encouraged, principally, as scientific cooperation.
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  RESUMEN


  El pez león, luego de su invasión al Caribe, fue registrado en el Caribe continental colombiano en 2009, a partir de entonces y para medir su impacto, se han adelantado numerosas estrategias. Este trabajo aporta sobre la estructura de tallas y preferencia al sustrato que se determinó entre diciembre de 2011 y diciembre de 2012 para cinco localidades de Santa Marta, a través de censos visuales en transectos delimitados de 30 x 5 m. Las tallas se agruparon de acuerdo con la distribución de frecuencia en cuatro categorías (uno: entre 8 y 14 cm; dos: entre 15 y 21 cm, tres: entre 22 y 28 cm y cuatro: entre 29 y 35 cm). Se observaron 92 individuos con un promedio de 18,0 ± 5,3 cm. La categoría dos fue la más abundante (n=48) predominando en Morro Grande e Isla Aguja y en junio, julio y agosto. Le siguieron las categorías tres (n=21) y uno (n=20). La categoría cuatro (n=3) fue la menos abundante y se encontró en Morro Grande e Isla Aguja. Las variables que explicaron la correlación entre la abundancia de pez león y el tipo de sustrato fueron la cobertura de esponjas (0,6303) y los corales (0,6111), y los componentes abióticos (-0,9443) (n=50; p<0,001). La abundancia del pez león estuvo marcada por el tipo de estructura en las formaciones arrecifales de cada localidad, sin preferencia por ningún tipo de sustrato, lo que indica una posible adaptación a todo tipo de condición arrecifal.


  Palabras clave: Caribe colombiano, especies invasoras, pez león, Pterois volitans.

  


  ABSTRACT


  The lionfish, after its invasion to the Caribbean, was reported in the Colombian continental Caribbean, thereafter and to measure its impact there have been numerous strategies. Size structure and substrate preference were studied for a year between December 2011 and December 2012 in five locations in Santa Marta, through visual censuses in 30x5 m transects. Size were grouped according to the frequency distribution into four categories (one: between 8 and 14 cm, two: between 15 and 21 cm, three: from 22 to 28 cm and four: between 29 and 35 cm). We observed 92 specimens with a mean of 18.0±5.3 cm. Category two, the most abundant (n=48), predominated in Morro Grande and Isla Aguja, from June to August, followed by categories three (n=21) and one (n=20). Category four (n=3) was the less abundant, being found at Morro Grande and Isla Aguja. Variables explaining better the correlation between lionfish densities and type of substrate were sponges (0.6303), coral coverage (0.6111) and abiotic components (-0.9443). Lionfish abundance was marked by the kind of structure available for recruitment; this indicates that the species does not show any substrate preference, adapting to any kind of reef conditions.


  Keywords: Colombian Caribbean, fish invasion, lionfish, Pterois volitans.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las especies invasoras son consideradas el segundo motivo de extinción de especies después de la pérdida de hábitat, ya que son una amenaza para las comunidades biológicas actuales, pueden causar daños graves a los ecosistemas y provocar desequilibrios ecológicos entre poblaciones silvestres, cambios en la composición de especies y en la estructura trófica, desplazamiento de especies nativas, pérdida de biodiversidad y posible transmisión de enfermedades (Lodge, 1993; Gutiérrez, 2006). El pez león (Pterois volitans), originario del Indo-Pacífico, fue introducido al océano Atlántico en la década de los años ochenta del siglo pasado y, según evidencias genéticas su invasión, ocurrió en varios eventos por posibles liberaciones accidentales o intencionales al medio marino, particularmente en la costa este de Estados Unidos (Whitfield et al., 2002; Hare y Whitfield, 2003; Betancur et al., 2011).


  La primera evidencia del posible impacto del pez león al arrecife coralino revela que en las Bahamas fue capaz de reducir en un 79 % los peces arrecifales (Albins y Hixon, 2008). Green et al., (2012), con el incremento en la abundancia desde 2004 en las Bahamas, estudiaron entre 2008 y 2010 si la depredación por parte del pez león estaba teniendo algún efecto negativo en la comunidad nativa de peces arrecifales. El 90 % de los peces consumidos eran peces pequeños arrecifales pertenecientes a 42 especies y su biomasa en los dos años disminuyó en un 65 %. Sobre el reclutamiento del pez león, Jud y Layman (2012), a través del marcaje de 55 individuos de peces león, lograron recapturar 44 por lo menos una sola vez; de los cuales 56 % había permanecido en la ubicación exacta (± 0,5 m), trece individuos (18 %) se habían desplazado menos de 10 m y sólo dos recapturas (3 %) presentaron movimientos de más de 100 m.


  Para el Caribe continental colombiano el pez león fue registrado por primera vez en el Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT) por González et al., (2009) (seis individuos entre 96-157 mm longitud total) a 12-20 m de profundidad sobre parches de coral cerca de fondos arenosos. Arbeláez y Acero (2011) hallaron cuatro especímenes (3 y 10 cm) asociados a las raíces de mangle en la bahía de Chengue, PNNT. González-C. et al., (2011) caracterizaron la población residente realizando su merística y morfométria, en la cual de 280 ejemplares, escogieron al azar a 63 individuos entre 36,3 y 183,0 mm de longitud estándar (LE) (51-248 mm de LT), los cuales tuvieron el patrón característico para la especie.


  El pez león puede generar un impacto negativo debido a su función como depredador voraz y "especie invasora" en los ecosistemas marinos, representando una amenaza para la biodiversidad y las actividades económicas del hombre (Whitfield et al., 2002; Freshwater et al., 2009). Sin embargo, su efecto se puede estar combinando con los impactos de estresores preexistentes, especialmente la pesca y el deterioro de las comunidades arrecifales (Albins y Hixon, 2011). El desconocimiento de la estructura poblacional de una especie introducida ha sido siempre un argumento para no actuar rápidamente, por lo que lo único válido es proceder a la investigación sobre su biología (Simberloff, 2003). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue documentar la preferencia al sustrato por parte del pez león en zonas arrecifales de Santa Marta, Caribe colombiano, así como su estructura de tallas.


  MÉTODOS


  El área de estudio comprendió formaciones arrecifales en las localidades de Morro Grande, en la bahía de Santa Marta (11º14´59"N–74º13´47" W) (Mejía-Niño y Garzón-Ferreira, 2003), y en el sector de Remanso, al extremo nororiental de Taganga (11°16'26"N y 74°12'24" W) (Díaz et al., 2000), Isla Aguja (11º19´08" N–74º12´04"W) que pertenece al PNNT (Acosta, 1989) y las bahías de Chengue (11º20´12"N–74º08´41" W) a unos 14 km al nororiente de Santa Marta (Garzón-Ferreira, 1998) y Cinto (11º20´N–74º03´ W) ubicada en la parte centro-oriental de la costa del PNNT (INGEOMINAS, 1998). El estudio se inició en diciembre de 2011 con seguimiento mensual hasta diciembre de 2012.


  En cada localidad, a profundidades entre 10 y 12 m se delimitó un transecto de 30 m de largo x 5 m de ancho, paralelo a la línea de costa y demarcado por medio de varillas metálicas y cintas biodegradables. Mensualmente se realizó un censo visual (Brock, 1954) demarcado y se observó y registró el número de peces león a una distancia de 5 m a cada lado del transecto. La talla de cada ejemplar de pez león se midió ubicándose al menos a 10 cm de distancia y con el uso de un tubo de PVC, marcado con una cinta metreada hasta 50 cm. Las tallas se estimaron en intervalos de un centímetro, según lo recomendado por Macpherson et al., (2000) y Ginsburg (2002); luego se agruparon en cuatro categorías de acuerdo con la distribución de frecuencia de tallas obtenidas. La categoría uno entre 8 y 14 cm, la dos entre 15 y 21 cm, la tres entre 22 y 28 cm y la cuatro entre 29 y 35 cm. Para evitar sesgos en la estimación de la talla, todos los censos se realizaron por una sola persona.


  Mediante una cámara de video en cada una de las localidades se realizó la grabación a lo largo de los transectos, al inicio y al final del estudio. Se evaluó el sustrato en términos de porcentaje de cobertura y riqueza y abundancia total de todos los componentes observados (corales, macroalgas, gorgonios, esponjas, zoantideos, algas coralináceas, coral muerto y la parte del componente abiótico correspondiente a pavimento y arena). La cuantificación se llevó a cabo mediante el análisis de las imágenes digitalizadas (n=30) para cada formación arrecifal, luego de ubicar 50 puntos aleatorios en cada imagen a través del programa Coral Point Count (CPCe) 4.0 (Kohler y Gill, 2006). Se identificaron y cuantificaron los corales hasta especie y se registraron los demás grupos de organismos sobre los cuales se habían ubicado dichos puntos en cada uno de los transectos. Se obtuvieron los índices de diversidad de Shannon-Wiener (H1) y Simpson (1-D) para la categoría de los corales.


  Debido al no cumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad, no fue factible aplicar análisis de varianzas, tanto para tallas del pez león como las abundancias numéricas. Se optó por construir una tabla de contingencia de cinco por cuatro (cinco localidades y cuatro intervalos de talla) a fin de contrastar la hipótesis nula de independencia (no relación) entre estas dos variables.


  Para analizar la relación presencia del pez león con tipo de sustrato cuantificado se efectuó un análisis exploratorio de componentes principales para así clasificar, ordenar y ubicar los datos en un espacio multivariado y representar la máxima correlación entre ellos. También se realizó un análisis de correlación canónica entre aquellas variables que presentaron los coeficientes más altos del sustrato cuantificado y se evaluó con el número de individuos presentes en cada una de las localidades de muestreo. Para el análisis de componentes principales se utilizó el programa estadístico Info Stat versión 2012e.


  RESULTADOS


  Estructura de tallas


  En total se detectaron 92 individuos (talla promedio de 18 cm ± 5,3 cm) (Tabla 1). La categoría dos (individuos entre 15 y 21 cm) fue la más abundante (n=48), representada en junio, julio y agosto. Le siguió la categoría tres (n=21; entre 22 y 28 cm), presentándose en mayor proporción en diciembre de 2011 y en octubre. Luego la categoría uno (n=20; menores a 14 cm), siendo observada mayormente en noviembre (n=8) pero presente en la mayoría de los meses de muestreo. La categoría cuatro (n=3; mayores a 29 cm) solo se observó en septiembre y octubre. No se detectó la presencia del pez león en febrero y mayo.
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  Abundancia en las localidades de muestreo


  En Morro Grande (n=23) e Isla Aguja (n=14) se encontraron todas las categorías de tallas. En Chengue (n=27) y Cinto (n=21) fue predominante la categoría dos y para Remanso (n=7) se hallaron las categorías uno y dos (Fig 1). En general los individuos pequeños y de tallas medias fueron los más abundantes (n=69) y se encontraron en todas las localidades, mientras las tallas mayores solo se detectaron en Morro Grande e Isla Aguja (n=3). Estadísticamente se encontraron diferencias en la distribución de las categorías de tallas de los individuos detectados entre las localidades (p=0,0139), siendo diferente entre Chengue, Cinto y Morro Grande, con respecto a Isla Aguja y Remanso.
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  Cuantificación del sustrato


  Se encontró que el mayor porcentaje de cobertura de corales estuvo presente en la bahía de Chengue (69,93 %) y el menor en Morro Grande (7,87 %). De igual manera, la mayor cantidad de gorgonias se registró en la localidad de Remanso (37,13 %) y la menor en Chengue (0,27 %). Las macroalgas se encontraron en mayor porcentaje en Cinto (47,07 %) y la menor en Chengue, donde estuvieron ausentes. Los componentes abióticos se encontraron en mayor proporción en Remanso (41,60 %) y el menor en Chengue (8,40 %) (Tabla 2). Los índices de diversidad mostraron a Isla Aguja con la mayor diversidad de corales (H1=1,68) (1-D=0,75), seguida por la bahía de Cinto (H1 =1,63) (1-D=0,72), Remanso (H1=1,48) (1-D=0,74), Chengue (H1 =1,33) (1-D=0,71) y la menor diversidad se presentó en Morro Grande (H1=0,60) (1-D=1,11).
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  Relación de la presencia del pez león con las características del sustrato


  El análisis exploratorio de componentes principales (Fig. 2) mostró que en el eje positivo del CP1 la localidad de Chengue estuvo asociada con las variables coral y coral muerto; así mismo, es la que se encuentra mayormente asociada con la variable pez león. En el eje negativo de CP1 se presentan la localidad de Isla Aguja, asociada mayormente con organismos o estructuras no identificadas (NI), y Remanso, asociada al componente abiótico y octocorales, principalmente gorgonias. En el eje positivo del CP2 se presentó una asociación entre Cinto y altos valores de macroalgas en general y algas coralináceas, mientras que en el negativo de este componente resultó una relación entre Morro Grande con los zoantídios y las esponjas.
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  Finalmente, el análisis de correlación canónica entre los componentes de cobertura de coral, cobertura de esponjas, macroalgas y abiótico (cascajo, pavimento y arena) explicaron la mayor parte de la variación del número de individuos del pez león. La correlación canónica fue 1,000 (100 % de solapamiento de varianza), teniendo en cuenta que el pez león es la única variable del conjunto uno. En esta correlación se incluye χ2 (4)=31,66, con p<0,001. Las variables más importantes para explicar la variación en la abundancia de pez león y el tipo de sustrato fueron la cobertura de esponjas y corales, con altas correlaciones positivas (0,6303) (0,6111) respectivamente, y los componentes abióticos, con una correlación negativa alta (-0,9443). Además, el pez león se correlacionó positivamente con las macroalgas con valores de 0,340 (n=50; p<0,001) (Tabla 3).
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  DISCUSIÓN


  El mayor número de individuos del pez león para el área de Santa Marta estuvo dado por las categorías uno, dos y tres correspondiente a tallas pequeñas y medianas, lo que podría indicar una continua adición de nuevas cohortes a la población ya existente. Esto puede deberse a su exitosa reproducción cuando se dan las condiciones pertinentes, así como lo mencionan Morris et al., (2009) quienes, en su estudio de biología y ecología básica, sugieren que los peces león que fueron colectados en Carolina del Norte y las Bahamas son capaces de reproducirse durante todo el año, con una fecundidad de dos millones de huevos por hembra. Igualmente, Muñoz-Escobar y Gil-Agudelo (2012), quienes colectaron 65 individuos (24 provenientes del PNNT y 41 del área de Santa Marta) con tallas entre 64 y 265 mm LT, que en comparación con este estudio igualmente son peces pequeños y medianos, podrían indicar el continuo ingreso de nuevas cohortes. Si bien Benkwitt (2013) registra una disminución lineal en la tasa de crecimiento en longitud de juveniles del pez león, asociado con el incremento en la densidad poblacional y que podría considerarse como una posible regulación natural para esta especie, los resultados mostraron que, aunque las tallas pequeñas y medias fueron las más frecuentes, la abundancia local es baja, por lo cual no se podría dar una regulación natural de su población.


  Las tallas grandes (categoría cuatro) fueron las menos representadas. Esto se podría asociar al hecho de que los transectos no excedieron 12 m de profundidad. Lee et al., (2011) encontraron una correlación positiva (R2=0,842) entre la profundidad y el número de peces león, lo cual según los autores es un factor importante en la distribución de los peces y, si bien no es específica del pez león, puede estar relacionado con la disponibilidad de presas y con la preferencia a sitios que por los movimientos rápidos del pez león pueden ser favorecidos en torno a la búsqueda de refugio. Claydon et al., (2012) igualmente realzan la importancia del tipo de hábitat en el cual se establece el pez león, pues sus resultados mostraron unas tallas mayores en arrecifes profundos (22,7 + 7,5cm) con un aumento progresivo en abundancia desde 2007 a 2010. Lo anterior según los autores puede ser debido a que los individuos pequeños evaden las capturas a través de redes manuales, al hecho de que al estar más profundos hayan sido menos detectados y al posible asentamiento en zonas someras como pastos marinos y su posterior movimiento a sitios profundos al alcanzar unas tallas mayores.


  La estimación de la abundancia del pez león en las localidades de muestreo pudo estar afectada por varias razones. El inicio del estudio y la ubicación de los transectos permanentes fue realizado en las formaciones arrecifales con presencia del pez león, mes que coincidió con el fin de la temporada lluviosa, durante la cual el agua es más cálida (27°- 29°C) (Garzón-Ferreira, 1998). Luego en febrero, con la presencia de los vientos Alisios del nororiente se produce el fenómeno de surgencia, el cual afecta la temperatura del agua y hace que esta descienda (22°- 25°C), eleva la salinidad (hasta 38) y la intensidad del oleaje (Ramírez, 1983; Bula-Meyer, 1985; Garzón-Ferreira y Díaz, 2003; Rodríguez-Ramírez y Garzón-Ferreira, 2003; Franco, 2005).


  En ese mes no se encontró la presencia de peces león en ninguna localidad. Este resultado con respecto al descenso de la temperatura podría asociarse a lo concluido por Kimball et al., (2004) quienes, en el estudio de la tolerancia termal del pez león, mencionan que éste puede presentar un comportamiento más estacionario y letárgico y disminuir su alimentación cuando la temperatura cambia rápidamente, por lo cual permanece mayor tiempo refugiado en grietas dificultando así su detección. Con respecto al método de muestreo que pudo ocasionar un registro menor de la abundancia total, Green et al., (2013) manifiestan que puede presentarse una subestimación del 30 % en el avistamiento de peces león con cualquiera de los métodos de censos visuales, ya sea estacionario o de cinturón de transectos y que puede aumentar hasta el 50 % con el incremento en el número de observadores.


  Para el sustrato y su relación con la presencia del pez león se encontró que las esponjas y los corales, fueron los componentes que presentaron la correlación positiva más alta y se encontraron en mayor proporción en la localidad de Chengue. Allí la especie con mayor abundancia estuvo constituida por grandes colonias de Orbicella annularis. Pérez-Hernández (1989) y Vargas et al., (1989) mencionan que corales como Orbicella ofrecen un mejor sitio de refugio y alimentación a muchas especies arrecifales y, para el caso del pez león, posiblemente confiere los mismos beneficios. Igualmente, Biggs y Olden (2011), en arrecifes de Roatán en Honduras, analizaron la ocupación de hábitats por parte del pez león y lo encontraron con mayor frecuencia asociado a arrecifes de coral de tipo agregados o parches, con 54 % de los avistamientos en comparación con otros tipos de arrecifes.


  Si bien Isla Aguja y Cinto presentaron la mayor diversidad de corales, con valores de 1,68 y 1,63 respectivamente, con especies distribuidas de manera uniforme como Montastrea cavernosa, Diploria strigosa, Millepora complanata, Porites astreoides y Colpophyllia natans, éstas presentaron tamaños pequeños y formas masivas adheridas al sustrato que, si bien reflejan una mayor complejidad de la formación arrecifal, no le ofrecía al pez león estructuras de refugio para su establecimiento. Estos resultados podrían compararse con lo mencionado por Gardiner y Jones (2005), quienes consideran que, además de la abundancia de presas, las características del hábitat como resguardo, la forma de la distribución y abundancia de peces, juegan un papel importante en la selección del tipo de sustrato para establecerse; de modo que, aunque estas localidades presentaron una mayor diversidad de corales, estos fueron formas pequeñas y masivas que aportan poca rugosidad y disponibilidad de hendiduras que explicarían la baja abundancia del pez león. Green et al., (2013) igualmente mencionan que la complejidad del hábitat en términos de rugosidad es una medida que ayuda a relacionar la abundancia del pez león, dificultándose o siendo menor su detección con el aumento de rugosidad.


  De esta manera, aunque los índices y el registro continuo y el escrutinio detallado dieron una medida de la complejidad de las formaciones, no fue tomada la rugosidad, lo cual hubiese sido comparable con estudios previos.


  En Morro Grande a pesar de haberse observado el mayor número de categoría de tallas, así como los individuos más grandes, se encontró la menor diversidad de corales, con índices H1=0,60 y 1-D=1,11 pero además esta localidad se caracterizó por ser muy compleja, presentando en su parte más somera octocorales, luego en la parte media corales y una considerable variedad de estructuras como llantas de automóviles, esponjas y rocas que le proveían refugio al pez león; además de un sector profundo con un fondo arenoso. Muñoz-Escobar y Gil-Agudelo (2012), quienes adelantaron colectas en diferentes localidades con el propósito de evaluar la dieta del pez león, encontraron un mayor número de individuos en Morro Grande, así como en El Rodadero y Punta Cabeza de Negro. Por el contrario, Remanso aunque presentó el mayor porcentaje de cobertura del componente abiótico (41,6 %), mostró en la correlación canónica valores altamente negativos con el número de individuos, siendo así un componente para esta formación que no aportó en términos de complejidad, básicamente porque el sustrato no estuvo constituido por colonias muertas o estructuras artificiales. Al respecto, Smith (2010) encontró que las estructuras artificiales favorecen una mayor riqueza de especies en la colonización de especies nativas e invasoras; adicionalmente menciona que el pez león puede invadir los arrecifes naturales de parche en ausencia de estructuras artificiales, pero que estas facilitan la colonización de hábitats marginales como arena, algas marinas y, en menor medida, fondos duros. Se sugiere que la eliminación o la prevención de los vertidos ilegales de estructuras artificiales pueden frenar la propagación del pez león, pero no puede impedir su expansión. Biggs y Olden (2011), por su parte, al analizar la abundancia del pez león y su presencia en distintos hábitats encuentran una mayor ocupación en formaciones arrecifales más complejas, en comparación con parches o pastos marinos. Argumentan como la tendencia a encontrarse en áreas arrecifales de sustratos duros con estructuras sobresalientes y que al ser topográficamente más complejos, les proporciona sitios para su camuflaje y protección.


  En el estudio no se realizó ni revisó el componente de rugosidad de las localidades, pero el censo visual que fue complementado con la cuantificación del sustrato, mostró que donde hubo mayor porcentaje de cobertura de coral se encontraron los individuos más pequeños. Respecto al método, Green et al., (2013) sugieren que cuando se utilizan métodos convencionales, la detectabilidad del pez león será baja en arrecifes que tienen peces león de tamaños pequeños y una alta rugosidad, además los resultados se pueden aproximar a cero en los arrecifes más rugosos. Al comparar la abundancia del pez león en las diferentes localidades, se esperaba que fuera mayor en arrecifes con mayor diversidad coralina; sin embargo, los datos de los índices, si bien muestran la composición de las formaciones, no aportan en términos de la complejidad estructural. En el estudio, fue la presencia de distintas estructuras (colonias de Orbicella, esponjas o sustratos artificiales) lo que fue predominante para registrar el pez león. Esto podría indicar que el invasor no presenta una preferencia por ningún tipo de sustrato, sino que éste puede adaptarse a todo tipo de condiciones arrecifales, resultados que son coincidentes con Lee et al., (2011) quienes, al analizar la preferencia de hábitat del pez león, indican que la cobertura coralina baja es insignificante para la preferencia de hábitat, ya que la influencia predominante de las características físicas del arrecife como el perfil, las grietas y lugares de escondite favorecen el establecimiento del invasor.


  CONCLUSIONES


  La porción estudiada de la población invasora en la región de Santa Marta está integrada principalmente por individuos de 18 cm LT en promedio. Aunque se halló una correlación relativamente alta entre la abundancia del pez león y la cobertura de esponjas y corales, es claro que el invasor se adapta fácilmente a cualquier hábitat arrecifal sin mostrar una marcada inclinación por ninguno de ellos. Sin embargo, colonias coralinas masivas, como Orbicella annularis, y objetos desechados, como llantas, favorecen la presencia del pez león.
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  ABSTRACT


  The objective of this study was to identify and describe the nesting habitat of Podocnemis sextuberculata at Erepecu Lake, Trombetas River Biological Reserve, (REBIO-Trombetas; Pará-Brazil). Initially, the main features of the beaches that potentially determine the habitat selection by cupiso for nesting were described. The nests observed on the beaches were recorded, marked and fenced as protection from natural predators. Information regarding date and location was analyzed through simple linear regression for each nest in order to determine relationships between beach features and number of nests. The results showed a positive co-relationship between number of nests and area. Nest site selection by P. sextuberculata in the beaches of the Erepecu Lake could depend on trade-off scenarios among natural threats and a suitable nesting habitat. We also suggest that, due to the high annual hydrologic oscillations, it is possible that the driving factor for habitat selection would be the risks that the females are exposed to while searching for a nesting site, rather than a particular habitat type.


  Keywords: Amazonas, beaches, distribution, nests, turtle.

  


  RESUMEN


  El objetivo del estudio fue identificar y explicar la influencia del hábitat sobre los nidos de la tortuga "cupiso" (Podocnemis sextuberculata), en el lago Erepecu ubicado en la Reserva Biológica del Río Trombetas (REBIO-Trombetas; Pará-Brasil). Inicialmente se describieron las principales características de las playas escogidas, los nidos encontrados fueron marcados y cercados para su protección contra la depredación natural. A través de regresiones lineales simples se determinó que el número de nidos por playa se correlacionó significativamente con el "área" de las playas. Los resultados muestran que la selección del lugar de nidificación en las playas del lago Erepecu por P. sextuberculata, podría depender en unos escenarios de compensación entre las amenazas naturales y un hábitat adecuado para anidar. Debido a la gran fluctuación hidrológica anual, es posible que el factor determinante para selección de las hembras sea el riesgo de exposición de las hembras durante la búsqueda de área de anidación, más que el tipo de hábitat en particular.


  Palabras clave: Amazonas, distribución, nidos, playas, tortugas.

  


  INTRODUCTION


  Temperature has been shown to be the main environmental variable that affects directly the sexual determination of most species of freshwater, marine, and terrestrial turtles (Bull and Vogt, 1979; Janzen and Paukstis, 1991; Ferreira-Junior, 2009). However in all the species of the familes Chelidae and Trionychidae, as well as in some species of Emydidae and Kinosternidae, the sex is genetically determined. Therefore, the nesting habitat choose is important in determining the sex of the hatchlings.


  The habitat is the place where an organism, a population or a species lives, within a combination of resources and environmental factors favorable for its survival and reproduction (Gysel and Lyon, 1980; Morrison et al., 1998). Every species requires specific habitat characteristics; likewise, every habitat represents various combinations of physicochemical and biotic factors that have an effect on the species (Ojasti, 2002). For instance, in large freshwater turtles (for example genus Podocnemis) the vegetation structure, amplitude and river depth, light, sand grain size, moisture and amount of food, are positively related to their distribution and abundance, and when found together, indicate suitable habitat for the species (Flaherty and Bider, 1984; Vogt and Bull, 1984; Shively and Jackson, 1985; Morrison et al., 1998; Roosenburg et al., 1999; Ferreira-Junior and Castro, 2003, Arzola, 2007; Ferreira-Junior, 2009; González-Zarate et al., 2011).


  There is also variability among Podocnemis species regarding habitat requirements. For example, Podocnemis sextuberculata (Cornalia, 1849), one of the smallest species of the genus, lives in white and clear waters, in lagoons and floodplains covered by forest (Rueda-Almonacid et al., 2007), and the selection of nesting habitat is positively related to sandbanks fully exposed to the sun (Pezzuti and Vogt, 1999; Haller and Rodrígues, 2006), where the nests are located in the highest and sandy parts of the beaches (Pezzuti and Vogt, 1999; Pantoja-Lima, 2007; Ferreira-Junior and Castro, 2003). Meanwhile, Podocnemis unifilis, the second largest species of the genus, has no preferences for water type neither for the height where nest are located and is able to nest in a variety of substrates (Pantoja-Lima, 2007; Rueda-Almonacid et al., 2007). Finally, Podocnemis expansa, which is the largest species of the genus, inhabits clear, white and black waters (although less commonly in black water), and shows a preference to nest in the highest beaches with coarse grain sand (Pantoja-Lima, 2007; Rueda-Almonacid et al., 2007).


  Podocnemis sextuberculata is known as cupiso in Colombia and iaçá or pitiu in Brazil. The species is distributed in the Amazon Basin of Colombia (Amazonas, Caquetá and Putumayo rivers; Ceballos et al., 2012), Peru (Loreto y Ucayali Rivers; Ferronato and Morales, 2012) and Brazil (Juruá, Juamir-Japurá, Purus, Solimões, Trombetas and Tapajós Rivers (Ceballos et al., 2012). The Trombetas River Biological Reserve (REBIO-Trombetas), located in the north of the state of Pará (Brazil), encompasses numerous beaches used as nesting areas by P. sextuberculata, including those of the Erepecu Lake. Turtles in the lake are threatened by high levels of female capture and egg poaching and the species is currently considered as the most exploited within this ecosystem. The species faces the same conservation scenario in larger rivers such as Solimões, Purus, Madeira and Amazonas (Fachín-Terán, 2000; Bernhard, 2001; Pantoja-Lima, 2007).


  Due to the wide geographic and climatic variability reported for Podocnemididae habitat (Ewert et al., 1994), it is expected that the reproductive dynamics will vary on a local geographic scale. In the main large breeding beaches (known as 'tabuleiros') of the Trombetas River, studies addressing reproductive biology (Haller and Rodrigues, 2006) and genetics (Silva, 2002; Silva et al., 2011) have already been conducted. However, for Erepecu Lake, there is no quantitative biological information of the local reproductive dynamics of the cupiso to assess the current conservation state, and therefore, to develop management strategies aimed towards local species' conservation.


  The overall objective of the study was to identify and describe the habitat, distribution and abundance of P. sextuberculata nests on the beaches of Erepecu Lake, Trombetas River Biological Reserve, (REBIO-Trombetas; Pará-Brazil). Abundance and distribution are relevant to assess the current species' conservation state, which is expected to contribute in the design of plans and strategies that allow the proper in-situ management of this species.


  METHODS AND MATERIALS


  Study Area


  The study was conducted at the REBIO-Trombetas, State of Pará, in northern Brazil (01° 19' 54'' Lat S, 56° 36' 20,44'' Lon W), between September 12th and December 12th, 2012. The Erepecu Lake is located in the Igapó floodplain, and is about 40 km in length (IBAMA, 2004). The area is considered climate category Af, characterized by Tropicak rainy climate without seasons, with equatorial rainfall regime, and temperatures exceeding 18 ºC (Köppen, 1984). The lake is under the hydrological influence of the Trombetas River, tributary of the Amazon River, with two well-defined hydroclimatic periods in the yearly cycle: high-waters from March to August and low-waters from September to February (Goulding et al., 2003). The vegetation consists mainly of 'ombrófilos' (upland forests), 'igapó' (floodplain forest), 'várzea' (floodplain forest), and secondary vegetation (IBAMA, 2004).


  Methods


  The study was conducted at 11 sand beaches: Gorda, Toró, Mariazinha, Cemitério, Cativo, Miriam, Marciana, Capitari, Garças, Camaleão and Campos (Fig. 1). The area and the mean height of the water level were measured and recorded for each beach. The water level was determined with a handcrafted ruler installed in the central part of the lake. Four samples of substrate were collected at the ends of each beach for classification by granulometric analysis according to Folk (1974; NTC1522, 1979; NTC77, 2007).


  [image: ]


  The beaches were visited between 5:00 am and 10:00 am in order to detect cupiso nests by following the trails left by females during the nesting events (Pezzuti and Vogt, 1999). For each nest, information on nest number, nesting date, nesting locality, density and geographical coordinates was recorded.


  Basic statistics were determined for each of the variables (mean, standard deviation, minimum and maximum value). The Shapiro-Wilk normality test and linear regressions were performed to detect relations between the variables (Guisande, 2006). The analysis was conducted with the statistical software SPSS 17.0 Base Statistic.


  RESULTS


  The nesting of cupiso in Erepecu Lake occurred between September 12th and October 18th of 2012, when the level of Trombetas River was the lowest of the year (Fig. 2). In total, 84 nests were recorded on eight beaches. The beaches with the highest relative abundance (number of nests per beach) were Capitari (31) and Mariazinha (18); while the lowest relative abundance occurred at Miriam (5), Cativo (3), and Cemitério (3). At Gorda, Camaleão and Campos beaches, no nests were recorded (Fig. 3).
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  The beaches had a mean area of 64,821 m2; ranging from 6,134 m2 (Campos) to 154-322 m2 (Capitari). The mean nest density was 1.18 nests/ha. The average beach height in relation to the water levels, varied from 1.56 m in Campos to 4.09 m in Camaleão (X͞ = 2.35 m). The type of beach substrate varied between "too coarse sand" and "fine sand"; 55 % of the beaches showed higher values for the "mid-sized sand" substrate, 27 % showed higher values for the "too coarse sand", and 18 % showed "coarse sand" substrate.


  Simple linear regressions only showed a significant relationship between the water level of Erepecu Lake and the Trombetas River (r2=0.40; F1,90=8.673; p=0.005); and between nest abundance and the size of the beach (r2=0.42 F1,7 =7.798; p=0.031; Fig. 4).
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  DISCUSSION


  Nest Distribution and Abundance


  The beaches used for nesting by cupiso in Erepecu Lake have been recognized since 1979 as important nesting areas not only for this species, but also for P. unifilis. However, the area and height of these beaches vary significantly between years due to the annual oscillation of Erepecu Lake, which is directly influenced by the Trombetas River hydrologic cycle (IBAMA, 2004).


  The synchrony between the water level and the nesting period of P. expansa starts when the Trombetas River experiences its lowest levels (Alho and Pádua, 1982). The nesting period of P. sextuberculata in the Purus River starts before the lowest levels are recorded (Pantoja-Lima, 2007), the same as occurs with Erepecu Lake.


  Information about nest density for P. sextuberculata exists only for the Japurá River, more specifically, for the Mamirauá Sustainable Development Reserve (Pezzuti and Vogt, 1999), and for Abafuri Biological Reserve (Pantoja-Lima, 2007). Pezzuti and Vogt (1999) reported high values (3.47 nests/ha), in comparison to the ones recorded for Erepecu Lake (1.18 nests/ha), while Pantoja-Lima (2007) reported lower densities (0.62 nests/ha). These differences that can be explained by the geographical variation reported for Podocnemididae. According to Ewert et al., (1994) Podocnemis species that show a widespread geographical distribution, adjust to the different enviromental conditions as an adaptative response to increase their survival success in the different places where naturally inhabits. In the context, enviroment variations can hence be related to the number of individuals present in an area as it has been described by other authors (García, 2005).


  The nesting period of P. sextuberculata in Erepecu Lake began in the inner part of the lake where the first beaches were recorded. Towards the outer part of the lake, beaches emerged a couple of days later, when the first nests were also detected. This emergence pattern can be associated with the hydrologic dynamics of the lake, which in the inner part shows more influence of the Mungubal Stream, while in its outer parts it is directly influenced by the Trombetas River (IBAMA, 2004). Considering that the Amazon flooding pulse and drying dynamics are determined by precipitation variation in the upper reaches of the rivers, it is suggested that the rain pattern would have an indirect effect on the reproductive dynamic of the species, as it has been argued by other authors (Soini, 1996). Therefore, it is possible that the mixed influence of the two sources (Mungubal Stream and Trombetas River) is the determining factor for nesting of P. sextuberculata.


  The total number of nests for 2012 was 84, similar to the results obtained by the local people in 2011, when 70 nests of this species were recorded on eight beaches of Erepecu Lake. Even though the data was not statistically analyzed, it is possible to see differences between the nest abundance per beach (Table 1). Interannual variation may be the result of different methodologies, and/or may be associated with interannual changes in capture pressure. Whatever, differences of this type might be tied to the annual variation of the hydrologic cycles, which can create changes in the beaches morphologies, altering the access conditions, and forcing females to seek new nesting areas (Ferreira-Junior and Castro 2003).
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  Podocnemididae species (Alho and Pádua, 1982), and more specifically P. sextuberculata (Bernhard, 2001), depend on the water level for nesting. The environmental variability of Erepecu Lake could affect and modify the distribution and abundance of "cupiso" nests, especially since this species specifically nests on sandy beaches totally exposed to sunlight (Pezzuti and Vogt, 1999; Haller and Rodrigues, 2006).


  Due to the water level influence on the begin of the nesting season in Podocnemididae, the dates vary geographically in the Amazon Basin (Fig. 5) according to regional differences in the low water and high water periods (Vogt, 2008). In the case of P. sextuberculata, the nesting period occurs between late June and September in the Ucayali River, Peru (Vogt, 2008), between October and March in the Caquetá River, Colombia (Bermúdez-Romero, 2010), between August and October in the Mamirauá Sustainable Development Reserve, Brazil (Bernhard, 2001), and between August and September in the lower Purus River, Brazil (Pantoja-Lima, 2007).


  [image: ]


  Habitat Effects on Nest Distribution and Abundance


  On Erepecu Lake beaches, the area was the only variable significantly related to nest abundance, probably due to a greater availability of nesting sites.


  Weisrock and Janzen, (2000) affirm that the environmental characteristics of the nests can have a strong effect in the development of the Podocnemis embryos. However, this study did not show significant relations between any other environmental variable and nests abundance, suggesting that nesting selection is a product of a group of environmental variables, as it has been argued in different studies (Bull and Vogt, 1979; Bull et al., 1982).


  Pezzuti and Vogt (1999), and Pantoja-Lima (2007), stated that the "cupiso" nesting selection is mainly influenced by the beach topography. In this study, more nests were recorded in higher areas. Nevertheless, it is important to say that these authors recorded the preference for higher areas at the same beach, and, do not contrast the height differences among the other places, as occurred in this study. In the highest beach (4.06 m Camaleão), and the lowest (Campos 1.5 m), no nest was recorded.


  Likewise, the statistical analysis did not reveal any important influence of height on nesting selection. This might indicate that in Erepecu Lake, the species prefers to nest in beaches where flooding or humidity excess, and where dry conditions cannot affect the embryo development (Alho and Pádua, 1982).


  Podocnemis expansa and P. unifilis have a clear preference by specific nesting substrates (Ferreira-Junior, 2009). Although no significant relationship was found between the number of nests and the type of substrate, it was noticeable that beaches with coarser grained substrates (large-sand grain) did not contain nests, while beaches with mid-sized sand grain substrate recorded more nests. This might indicate that this type of substrate allows for sufficient oxygen distribution between interstitial spaces of the sand and the eggs in the nest, and impeaches the eggs to become too dry, positively influencing the development of embryos (Ferreira-Júnior and Castro, 2003; García, 2006; Arzola, 2007).


  As no significant relations where found between the physical variables of the beaches and the number of nests, it is likely that P. sextuberculata may adopt strategies that offer more benefits for a lower energetic inversion, choosing the simplest path that contributes to an optimal scenario. This cost-benefit analysis takes into account all the different factors and limitations that a species has, according to 'optimization theory' by McArthur and Pianka (1966). Therefore, the selection of P. sextuberculata nesting place in the beaches of the Erepecu Lake, could be a result of a balance between the risk of predation at the time of nesting, and the physiological stress affecting the turtle when it is moving to the beach (Novelle, 2006) and it is not solely because of the environmental characteristics of the beaches and the nests, as described in previous studies (Bull and Vogt, 1979; Bull et al., 1982).


  CONCLUSIONS


  This is the first attempt to investigate the Brazilian cupiso in Erepecu Lake. While we did not find evidence that nest site selection is driven by environmental factors of the beaches, our results are an interesting contribution toward the protection of the nesting areas.


  The main reason for the decrease of turtle populations is human predation (IBAMA, 2004). The Trombetas River Biological Reserve is currently affected by bauxite exploitation, which has facilitated the increase of boat traffic near Erepecu Lake. The rapid growth of the human population inside the reserve has been tracked, which according to IBAMA showed in 1987 the population did not exceed 22 families, but now it is more than 6,000 people. This population trend points to an increase in the use of natural resources present in the area, affecting turtle populations as one of the most heavily demanded products in the region.


  A major problem is the lacking of active presence of environmental agents and analysts, in charge of controlling and monitoring the area. It is necessary the implementation of environmental education programs leaded by local inhabitants emphasizing the proper use of natural resources, which may contribute to habitat conservation of the "cupiso" nesting sites.
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  RESUMEN


  A pesar de los cambios antrópicos en los Andes colombianos, todavía se encuentran relictos de ecosistemas nativos con valor para la conservación, siendo los únicos remanentes de hábitat para vida silvestre en áreas cercanas a grandes ciudades. Presentamos resultados de una investigación realizada en la Reserva privada Passiflora (cerca de Bogotá), que buscó examinar la diversidad de la comunidad de mamíferos no voladores. Combinando diferentes métodos encontramos 17 especies, pertenecientes a siete órdenes, que sugieren que ésta es una comunidad compleja a pesar de la intervención antrópica en la zona. Destacamos la presencia de especies raras o endémicas como Olallamys albicauda, Cuniculus taczanowskii y Leopardus tigrinus. Nuestro estudio indica que pese a la transformación de los Andes colombianos, es posible encontrar elementos representativos de su mastofauna incluso en pequeñas reservas privadas, añadiendo valor a estas iniciativas particulares que complementan las iniciativas nacionales de conservación de la biodiversidad.


  Palabras clave: ecosistema andino, fragmentación, inventarios de fauna.

  


  ABSTRACT


  Despite the anthropic changes in the Colombian Andes, there are still several relicts of native ecosystems with conservation value, which are the only habitat remnants for wildlife in areas near large cities. We present results of a research conducted at the Passiflora private Reserve (near Bogota) which aimed to evaluate the diversity of the community of non-flying mammals. Combining diverse methods, we found 17 mammal species, belonging to seven orders, suggesting a complex mammal community despite the human intervention in the area. Besides, we highlight the presence of rare or endemic species such as Olallamys albicauda, Cuniculus taczanowskii and Leopardus tigrinus. We conclude that despite the transformation of the Andes, it is still possible to find representative elements of Andean mammal fauna, even in private small reserves, adding value to these particular initiatives, which complement the government conservation efforts.


  Keywords: Andean ecosystem, fragmentation, fauna inventories.

  


  INTRODUCCIÓN


  La región andina de Colombia alberga las ciudades más grandes del país, y concentra el 77,4 % de la población (MADS y PNUD, 2014), presentando una alta intervención antrópica, (Ortiz et al., 2005; MADS y PNUD, 2014). Por ejemplo, La Sabana de Bogotá, ubicada en la cordillera Oriental de los Andes colombianos, posee una demanda significativa de suelo para proyectos de infraestructura y de vivienda de considerable magnitud (Ortiz et al., 2005). No obstante, aún es posible encontrar relictos de ecosistemas Andinos (i.e., bosques y páramos) incluso cerca a Bogotá (Carrizosa-Umaña, 1990; Armenteras et al., 2007).


  Los ecosistemas andinos albergan una gran diversidad biológica, y se consideran un hotspot de biodiversidad (Myers, 1988). Sus bosques montanos son un mosaico de comunidades biológicas caracterizadas por alto endemismo, y a pesar de que las comunidades locales no son muy diversas, sí se presenta un marcado recambio a nivel regional (e.g., plantas, Gentry, 1993). Sin embargo, entre 1985 y 2005 la cobertura de bosques montanos en Colombia pasó de 7.335.125 ha a 6.405.591 ha, con una tasa de deforestación anual del 0,63 % (Armenteras et al., 2011). Lo anterior, justifica la necesidad de emprender acciones de conservación en los fragmentos existentes de los ecosistemas mencionados. Actualmente, se cuenta con varias figuras para la conservación de los ecosistemas andinos, entre ellas los Parques Nacionales Naturales (administrados por el Estado) y las Reservas Naturales de la Sociedad Civil (iniciativas privadas). Para 2007 existían 27 áreas protegidas en los Andes colombianos las cuales cubrían el 8,44 % del área, con 2.429.500 ha que representan cerca de un 20 % de los ecosistemas naturales que quedan en la región (Romero et al., 2008). Aunque las grandes áreas protegidas poseen varios ecosistemas que alojan a especies de amplia distribución, las pequeñas reservas también tienen un valor en conservación de ciertos grupos biológicos ya que proveen hábitat a algunas especies tolerantes a actividades antropogénicas y pueden servir como corredores, o stepping stone, para especies migratorias. Adicionalmente, los pequeños remanentes de ecosistemas presentes en las zonas rurales prestan beneficios sociales, económicos y culturales (Schelhas y Greenberg, 1996; Minor y Urban, 2008). Conocer la biodiversidad de estas zonas es fundamental para evaluar su papel en conservación y apoyar procesos de planificación local. Los inventarios de fauna y flora son idóneos para esto porque son la forma más efectiva de conocer la biodiversidad de un sitio (Villarreal et al., 2004).


  Los mamíferos prestan varios servicios ecosistémicos a las comunidades humanas (i.e., presas de caza, polinización y control de plagas), pueden ser bioindicadores, debido a que los cambios en su riqueza y abundancia se generan por los cambios en el hábitat (Muzzachiodi y Sabattini, 2002) y son idóneos para iniciativas de conservación y manejo, ya que grupos como los felinos tienen potencial como especies bandera (González-Maya et al., 2013). En los Andes colombianos se encuentran 260 especies de mamíferos voladores y no voladores (Solari et al., 2013) muchas de ellas endémicas que parecen haberse originado in situ (e.g., los ratones sigomodontinos, Reig 1986). Entre los estudios de mamíferos realizados en la Cordillera Oriental de los Andes colombianos cabe destacar los trabajos poblacionales realizados por López-Arévalo et al., (1993), Malagón (1988), Rodríguez y Zúñiga (1982) y las listas de especies de Ramírez-Chaves et al., (2009), Vivas-Zamora (2009) y Padilla-Rivera (2010).


  En este estudio nos enfocamos en inventariar las especies y caracterizar la comunidad de mamíferos terrestres de la Reserva de la Sociedad Civil Passiflora, cercana a Bogotá. Nuestros resultados los comparamos con otros trabajos realizados en la zona andina colombiana y los discutimos en el marco de la importancia que pueden tener las reservas privadas en la conservación de este grupo.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de Estudio


  El estudio fue realizado durante los meses de julio y octubre de 2012 en la Reserva Passiflora, ubicada en la Vereda Salitre medio, Tabio, Cundinamarca, 4°55' N y 74°06' W, con una elevación entre 2650 y 2950 m s.n.m. (Fig. 1). La Reserva tiene un área de 16 ha y colinda con el municipio de Subachoque. La precipitación oscila entre 800 y 1000 mm con un régimen de lluvias bimodal, siendo la época lluviosa entre marzo y junio. La humedad relativa es alta durante todo el año, encontrándose entre 75 % y 81 %, con un promedio de 78 %. La temperatura media es de 13 a 14°C en la parte baja del municipio de Tabio y de 10°C en la parte alta. La zona adquiere especial importancia porque en el año 2009, 411 ha de los cerros occidentales de Tabio y Tenjo, aledaños a la reserva, fueron declarados como un Área de Importancia para la Conservación de las Aves (Franco et al., 2009) y porque hace parte de la Reserva Forestal Protectora Productora de la Cuenca Alta del Río Bogotá.
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  La vegetación de la zona fue caracterizada mediante parcelas circulares de cinco metros de radio (área igual a 78,54 m2) en los lugares donde se instalaron las cámaras trampa de nuestro estudio. Se seleccionó este método porque reduce el error introducido por los árboles límite (i.e., árboles de los que no se tiene certeza si deben incluirse en el conteo) (Rabino et al., 2012). La caracterización resultó en la identificación de cinco unidades de vegetación: pastos y cultivos, bosque andino, zona con prevalencia de chusque, zona con prevalencia de plantas introducidas y bosque altoandino. A continuación, se describe cada una de ellas. La zona de pastos y cultivos correspondió a potreros con pastos para ganado (Poaceae) y cultivos de diferentes hortalizas. El bosque andino (abajo de 2800 m s.n.m.) se caracterizó por contar con la presencia del estrato herbáceo, arbustivo y arbóreo. La altura del dosel se midió con dinamómetro y alcanzó los 8,4 m. Las plantas más representativas de esta zona fueron Piper bogotensis (Piperaceae), Cedrela montana (Meliaceae), Palicuorea sp. (Rubiaceae), Miconia sp. (Melastomataceae), Bocconia frutescens (Papaveraceae), Oreopanax floribundum (Araliaceae) y Alnus acuminata (Betulaceae); adicionalmente, existían zonas con predominancia de chusquedales (Chusquea cf. tessellata: Poaceae). En cuanto a la zona con prevalencia de plantas introducidas, se encontró Eucalyptus sp. (Myrtaceae) en el estrato arbóreo y el helecho marranero (Pteridium aquilinum: Dennstaedtiaceae) en el estrato herbáceo. Por último, el bosque altoandino (arriba de los 2800 m s.n.m.) se caracterizó por la presencia de árboles altos, poco sotobosque y alta presencia de epífitas. El dosel alcanzó los 8 m de altura. Las plantas más representativas fueron los anturios (Anthurium sp.: Araceae), helechos, cortaderas (Cyperaceae), encenillos (Weinmannia tomentosa: Cunoniaceae), uva de monte (Macleania rupestris; Cavendishia sp.: Ericaceae) y zarzaparrilla (Smilax sp.: Smilacaceae).


  TOMA DE DATOS


  Se utilizaron los siguientes métodos para realizar el inventario de las especies de mamíferos.


  Muestreo con trampas Sherman®


  Este tipo de muestreo está dirigido a Pequeños Mamíferos no Voladores (PMNV), menores a 150 g, de acuerdo con Sánchez et al., (2004). Se realizaron cinco muestreos, instalándose 58 trampas Sherman® con medidas de 23 x 7,5 x 9 cm, que se dejaron activas durante cinco noches, para un esfuerzo de muestreo de 1220 trampas/noche.


  Las trampas se revisaron y cebaron en horas de la mañana. El cebo consistió en grasa de cerdo, mezclada con maní molido y avena, y esporádicamente se utilizó fruta. Cada una de las especies capturadas se asignó a un gremio trófico, siguiendo a Iñiguez-Dávalos y Santana-Castellón (2004) y se fotografiaron los individuos. A los individuos capturados se les registraron datos como sexo, estado reproductivo, peso, así como las medidas morfométricas de longitud total (LT), longitud de cola (LC), longitud de pie (LP) y longitud de oreja (LO), siguiendo a Nagorsen y Peterson (1980). Algunos individuos fueron liberados en el sitio de captura y otros fueron colectados para su identificación. La colecta se hizo siguiendo los lineamientos de la American Society of Mammalogists (ASM) (Sikes et al., 2011) y estuvo amparada por el permiso marco de recolección de especies silvestres de la diversidad biológica con fines de investigación de la Universidad Nacional de Colombia. Los individuos colectados fueron identificados y depositados en la Colección de Mamíferos del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (ICN) (ICN 21640 a ICN 21649). La determinación taxonómica de los Thomasomys se basó en Gómez-Laverde et al., (1997) y la de los otros taxones, en Weksler y Percequillo (2011). Además, se realizó comparación con especímenes de la Colección del ICN y consulta a expertos.


  Cámaras-trampa


  Se colocaron seis cámaras-trampa (Bushnell® modelo #119436) en sitios cercanos a fuentes de agua, afloramientos rocosos o posibles "caminaderos" de fauna. Las cámaras se rotaron entre sitios cada mes para abarcar el mayor área posible. El esfuerzo de muestreo fue de 620 cámaras/noche. Las cámaras se ubicaron a diferentes alturas sobre el suelo: entre 60 y 150 cm, estas últimas ubicadas horizontalmente para fotografiar la parte dorsal de los individuos. Las cámaras se dispusieron tanto en senderos como al interior del bosque. Los sitios en donde estaban las cámaras fueron cebados semanalmente con sardina dentro de recipientes de aluminio o esporádicamente con fruta, carne, arroz, avena y cebo con el fin de atraer varias especies. Tres de las cámaras se programaron en modo fotografía y tres en modo video.


  Entrevistas


  Se diseñaron y aplicaron entrevistas a los habitantes aledaños a la reserva durante el mes de septiembre de 2012. Este instrumento constó de dos partes: primero se hizo una breve caracterización de la población entrevistada considerando datos de edad, procedencia y ocupación, con lo cual se buscó asegurar que los entrevistados fueran de la región. En segundo lugar, se preguntó por el conocimiento de la mastofauna que fue basado en una lista de especies que podrían estar presentes en el lugar de estudio, y fue apoyada con fotografías e ilustraciones de mamíferos del Neotrópico (Emmons y Feer, 1997; Morales-Jiménez et al., 2004). Por último, se consultó a la población por los usos dados a la fauna, su opinión acerca de la conservación del ambiente y sobre su conocimiento de la existencia de la Reserva Passiflora.


  Rastros


  Durante los recorridos diarios para la revisión de trampas, se buscaron rastros, tales como heces, escarbaderos o huellas; pero no rindieron ningún resultado.


  RESULTADOS


  Se registraron 17 especies de mamíferos pertenecientes a catorce familias y a siete órdenes (Tabla 1). Los órdenes con mayor abundancia fueron Rodentia con nueve especies (52 %), seguido de Carnivora con tres especies (18 %). Los demás órdenes fueron representados cada uno por una especie. Las especies más comunes fueron Thomasomys niveipes y Didelphis pernigra, registradas con todos los métodos de muestreo utilizados. Las especies con menos registros fueron Olallamys albicauda, Cuniculus taczanowskii, Leopardus tigrinus, Neomicroxus bogotensis, Microryzomys minutus y Caenolestes fuliginosus. En cuanto a los gremios tróficos, se encontraron todos los elementos de la cadena trófica, con predominancia de insectívoros terrestres, siendo las menos abundantes las especies consumidoras de semillas.
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  Se realizaron 40 capturas con trampas Sherman®, siendo la efectividad del muestreo de 3,3 %. A través de este método, se registraron cinco especies: C. fuliginosus (Paucituberculata), Cryptotis thomasi (Soricomorpha), T. niveipes, N. bogotensis y M. minutus (Rodentia). Además, se encontraron tres individuos muertos de las especies Rattus norvegicus, C. thomasi y D. pernigra en cercanías a la reserva. Las cámaras trampa registraron ocho especies (Tabla 1), siendo éstas D. pernigra, L. tigrinus, Nasuella olivacea, Mustela frenata, T. niveipes, C. taczanowskii, O. albicauda y Sylvilagus brasiliensis. La Figura 2 presenta fotografías de seis especies. El registro de la especie O. albicauda fue por una grabación de video. Las siete especies restantes se registraron tanto en video como en fotografía. Además, se detectó el ingreso de perros y gatos domésticos a la reserva. También se encontraron evidencias indirectas de la presencia de algunas especies, estas fueron: pelos de D. pernigra, marcas de dientes en las trampas Sherman® de L. tigrinus y escarbaderos de N. olivacea.
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  Las entrevistas se realizaron a 42 personas, de 16 familias residentes en la zona, quienes indicaron que conocían 13 especies de mamíferos como presentes en la zona. De éstas, tres especies no fueron registradas por los otros métodos de muestreo: armadillo (Dasypus novemcinctus), indicado por el 19,05 % de los encuestados, curí(Cavia sp.), visto por el 14,28 % de los entrevistados y el puercoespín (Coendou sp.), reportado por dos personas (4,76 % del total de entrevistados). Las personas que registraron el armadillo y el puercoespín son personas de mediana edad, oriundas de la zona o que están viviendo en Tabio hace más de 20 años. De acuerdo con la información obtenida, actualmente no hay cacería en la zona. En relación con la percepción de la comunidad sobre la fauna silvestre, se encontró una valoración negativa a especies como la zarigüeya (D. pernigra), la comadreja (M. frenata) y los pequeños roedores; pero el 100 % resaltó la importancia de la conservación de los bosques, el agua y la fauna.


  DISCUSIÓN


  Pese al número de especies encontradas, no se realizaron análisis de diversidad, debido que las especies se registraron con diferentes métodos de muestreo. La integración de diferentes métodos de muestreo permitió la complementariedad, ya que ningún método por sí solo registra la totalidad de especies de un lugar (Voss y Emmons, 1996). En el presente inventario, hay especies que se registraron solamente con un método de muestreo. Las herramienta de recolección de información (López-Arévalo entrevistas a los habitantes de una región pueden aportar al et al., 1993; Sánchez et al., 2004) así como en nuestro conocimiento de la fauna en un lugar determinado porque trabajo. Por su parte, las cámaras trampa permitieron la permiten incluir el conocimiento local en los inventarios, detección de O. albicauda (rata del chusque) una especie rara conocer aspectos sobre la valoración y usos de la fauna y que no fue registrada con ningún otro método. evaluar poblaciones (Huntington, 2000; Sánchez et al., La diversidad de especies mamíferos no voladores 2004; Zapata-Ríos et al., 2006; Anadón et al., 2009). Esto disminuye con la altura, existiendo picos de diversidad se ve reflejado en otros estudios similares que aplicaron esta en altitudes intermedias (es decir, entre 2000 y 3000 m s.n.m.) (Brown, 2001), de modo que el número de especies reportadas se ajusta a lo esperado. Lo anterior es especialmente evidente en las tribus de roedores Akodontini, Thomasomyini y Phyllotini (Cricetidae: Sigmodontinae) (Mena et al., 2011), en tanto que el 52 % de las especies encontradas pertenecieron a ellas. Asimismo, se hallaron roedores endémicos de los Andes colombianos (T. niveipes y O. albicauda) (Solari et al., 2013). Entre las especies que probablemente se encuentren en la Reserva, están Thomasomys laniger, T. aureus, Sciurus granatensis, Cerdocyon thous, Potos flavus y Conepatus semistriatus y otras de los géneros Rhipidomys, Oligoryzomys, Oryzomys (Emmons y Feer, 1997; Morales-Jiménez et al., 2004; Solari et al., 2013). Se sabe de su presencia en estos bosques por las colectas en el departamento de Cundinamarca (localidad Bogotá), de acuerdo con VertNet (2014). Se resalta la probabilidad de encontrar a la especie O. albicauda, cuya presencia fue confirmada en la Reserva Biológica Carpanta (espécimen depositado en la Colección del Instituto de Ciencias Naturales ICN 17047).


  Al comparar los resultados con otros trabajos realizados en la Cordillera Oriental de los Andes colombianos (Tabla 2), se encuentra que en los trabajos de Malagón (1988) y Rodríguez y Zúñiga (1982) se registró un menor número de especies. Ninguno de estos estudios incluyó cámaras trampa ni entrevistas. Por su parte, López-Arévalo et al., (1993) realizaron el inventario en la Reserva Biológica Carpanta (ubicada entre 3000 y 3100 m s.n.m.) donde hallaron 23 especies. La presencia de mayor cantidad de mamíferos en la Reserva Carpanta se explica, por una parte, por su mayor área y rango altitudinal en comparación con la Reserva Passiflora y por otra, por la intensidad del muestreo (Tabla 2).


  [image: ]


  Por su parte, el trabajo de Padilla-Rivera (2010), adelantado en la Reserva Saltagatos (Tabio), colindante con la Reserva Passiflora, registró diez especies, con una efectividad de muestreo de 0,84 %. Las especies registradas con trampas Sherman en ambos estudios fueron similares. No obstante, en la Reserva Saltagatos la vegetación es menos boscosa y heterogénea que en la Reserva Passiflora. Por otra parte, Delgado-V. (2011) en un estudio en ecosistemas andinos periurbanos de la Cordillera Central (entre 2500 y 2800 m s.n.m.), reporta 28 especies de mamíferos no voladores, reafirmando la importancia de los ambientes periurbanos y la capacidad de resiliencia de estos ecosistemas.


  Ahora bien, una especie rara es aquella que posee pequeñas densidades poblacionales locales y un hábitat y distribución restringidos (Arita et al., 1990). Sin embargo, se ha propuesto que para los mamíferos del Neotrópico, existen cuatro tipos de rareza (Arita et al., 1990). En la reserva se encontraron especies con distribución restringida y densidad poblacional alta (tipo 1 de rareza sensu Arita et al., 1990) y especies con distribución amplia y densidad poblacional baja (tipo 4 sensu Arita et al., 1990). Las especies pequeñas, como M. minutus y N. bogotensis corresponden al primer tipo de rareza, mientras que L. tigrinus, C. taczanowskii y O. albicauda corresponden al tipo 4. Aunque en la Reserva Passiflora estas especies no fueron comunes, hay otros estudios que confirman densidades poblacionales altas. Por ejemplo, Calderón-Capote (2013) encontró poblaciones abundantes de N. bogotensis y M. minutus en el Parque Nacional Natural Chingaza y López-Arévalo et al., (1993) las registraron como especies comunes en la Reserva Carpanta.


  No se esperaba su presencia de algunas especies raras dentro de la reserva, dada el área de la misma y su cercanía a centros urbanos. Pero se encontró L. tigrinus, catalogada como vulnerable (Rodríguez-Mahecha et al., 2006). Adicionalmente, es una especie poco conocida (Payán- Garrido y González-Maya, 2011); aunque ya se había registrado en otras zonas periurbanas (Delgado-V., 2009). Esta especie se enfrenta a diferentes amenazas, que van desde la cacería (García-Salinas et al., 2002) hasta la fragmentación de los bosques, siendo el riesgo de atropellamiento el impacto negativo más relevante (Delgado-V., 2007). Por otra parte, C. taczanowskii es una especie que tiene una alta presión por cacería (García-Salinas et al., 2002), y por la fragmentación y pérdida de hábitat (Tirira, 2007; Tirira et al., 2008). No obstante, ha sido registrada tanto en zonas conservadas como periurbanas (Delgado-V., 2009; Delgado-V. et al., 2011). Por último, se sabe que O. albicauda es una especie sobre la que aún se desconocen aspectos de su biología y ecología, pero se presume que la deforestación es una amenaza para ella (Delgado y Gómez-Laverde, 2008), pero varios registros de la especie indican una distribución amplia en Colombia (Delgado-V. y Zurc, 2005; Ramírez-Chaves y Noguera-Urbano, 2010; Rojas-Díaz et al., 2012).


  En cuanto a los gremios tróficos, se encontró que están presentes todos los elementos de la cadena trófica (Tabla 1), con predominancia de los omnívoros e insectívoros, lo cual concuerda con el análisis de Alberico y Rojas (2002), quienes explican que en Colombia dominan esos grupos. Es posible entonces considerar que en los ecosistemas de la Reserva Passiflora existe una comunidad completa y compleja de mamíferos, pese a los disturbios existentes (Begon et al., 2006).


  En otros estudios realizados en los Andes colombianos se han encontrado comunidades completas de mamíferos. Por ejemplo, en la Reserva Carpanta (López-Arévalo et al., 1993) se registraron mamíferos de todos los niveles tróficos, o el estudio de Delgado-V. (2009) quien encontró una comunidad completa de mamíferos en una zona periurbana del Valle de Aburrá (Antioquia). Por el contrario, en cercanías a Bogotá no se registran comunidades completas. Por ejemplo, en el parque Ecológico Distrital Montaña de Entrenubes sólo se registran especies omnívoras (Corporación Suna Hisca, 2003) y en la Reserva Forestal Protectora de los Cerros Orientales existen especies con hábitos alimenticios variados, pero no se encontraron depredadores (CAR, 2007).


  Nuestros resultados permiten hacer comentarios sobre la conservación de la fauna en la reserva. Por ejemplo, consideramos que una de las mayores amenazas es la presencia de perros. Los perros son consumidores oportunistas y carroñeros, pueden transmitir enfermedades y competir por recursos con mamíferos silvestres, causando su desplazamiento (Green y Gipson, 1994; Álvarez-Romero et al., 2008). Previamente, Mitchell y Banks. (2005), Vanak y Grompper (2010), Oliveira et al., (2013) y Velasco et al., (2013) registraron los efectos de los perros y otras especies introducidas sobre la fauna silvestre.


  También se puede señalar que la Reserva Passiflora constituye un refugio para especies de amplia distribución y hábitat para especies locales, coincidiendo con lo planteado por Schelhas y Greenberg (1996). Es pues necesario garantizar la existencia de los relictos de bosque de la reserva Passiflora, y la conectividad con otros fragmentos de bosque existentes. Esta propuesta resulta factible dado que Tabio contiene relictos contiguos de bosques, los cuales son propuestos por Agredo et al., (2013) como áreas de conservación. No obstante la importancia de los ecosistemas altoandinos, los resultados de los trabajos referidos han pasado desapercibidos a la hora de decisiones políticas. Por ejemplo, la Reserva se encuentra incluida dentro de la Reserva Forestal Protectora Productora de la Cuenca Alta del Río Bogotá, cuyo objetivo es proteger la riqueza y los recursos naturales de la zona. Nuestro estudio comprobó la existencia de dicha riqueza en uno de sus relictos. Sin embargo, recientemente se realizó el proceso de realinderamiento de la Reserva Forestal Protectora Productora, en el cual se resolvió reducir su área de 245147 ha a 94161 ha. (Resolución 138 del 31 de enero de 2014).


  CONCLUSIONES


  Pese a la fuerte transformación sufrida en la región que incluye este estudio aún se encuentran elementos representativos de la mastofauna andina. Por lo tanto iniciativas de conservación, como la Reserva Passiflora, permiten la prevalencia de tales elementos y resultan importantes para complementar las iniciativas de conservación del Estado. Es de destacar la presencia de especies amenazadas como L. tigrinus y endémicas como O. albicauda y T. niveipes. Sin embargo, el tamaño de la Reserva se constituye en una limitante para la conservación a largo plazo. Consideramos entonces necesario un análisis a escala de paisaje para evaluar la variabilidad de las poblaciones de algunas de las especies registradas. Los resultados de esta y otras investigaciones deben tenerse en cuenta para la toma de decisiones, que deben estar científicamente fundamentadas.
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  RESUMO


  O percevejo-asa-preta-da-soja Edessa meditabunda (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) dispersa para o algodoeiro e utiliza essa planta como hospedeiro alternativo, após colonizar e multiplicar-se nas áreas de soja circunvizinhas. Visando conhecer o potencial desta espécie como praga em algodoais e auxiliar na tomada decisão quanto ao manejo deste inseto, hipotetizou-se nesse trabalho que o algodoeiro é nutricionalmente adequado para a reprodução e desenvolvimento de E. meditabunda. Os tratamentos testados foram: 1) folhas e maçã de algodoeiro e 2) dieta padrão, recomendada para criação de pentatomídeos fitófagos em laboratório, utilizada como testemunha. As características biológicas avaliadas foram: período de desenvolvimento ninfal, duração de cada ínstar, porcentagem de sobrevivência, peso dos adultos na emergência, longevidade de machos e de fêmeas, período de pré-oviposição e de oviposição, número total de ovos por fêmea e fecundidade das fêmeas. Observou-se que, apesar do prolongamento do período de desenvolvimento ninfal, as ninfas alimentadas com algodoeiro sobreviveram, atingiram a fase adulta e os adultos se reproduziram, o que nos permite sugerir que o algodoeiro seja uma planta nutricionalmente adequada para o desenvolvimento e reprodução de E. meditabunda, permitindo a manutenção do inseto em campo após as colheitas da soja.


  Palavras-chave: ecologia nutricional, Gossypium hirsutum L., percevejo-asa-preta, planta-hospedeira alternativa.

  


  ABSTRACT


  At the end of soybean crop cycle, the Brown-winged stink bug Edessa meditabunda (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) scatter to cotton fields using this plant as an alternative host. In order to know if this specie has potential as a cotton pest and to help its management it was hypothesized that cotton is nutritionally adequate for reproduction and development of E. meditabunda. The tested food sources were: 1) cotton bolls and leaves, and 2) standard diet recommended for laboratory rearing of phytophagous pentatomids, used as control treatment. The following biological parameters were evaluated: nymph developmental time, instar duration, survivorship percentage, adult weight at emergence, male and female longevity, duration of pre-oviposition and oviposition periods, total amount of eggs laid by each female, and female fecundity and fertility. Even with an extended nymphal development time, we observed that nymphs fed on cotton structures survived and reached adulthood and the adults reproduced. The results allow us to suggest that cotton is a plant nutritionally suitable for development and reproduction of E. meditabunda, and it allows the insect maintenance in the field after soybean harvests.


  Keywords: alternative host-plant, Brown-winged stink bug, nutritional ecology, Gossypium hirsutum L.

  


  RESUMEN


  El chinche Edessa meditabunda (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) al final del ciclo de la soja emigra al cultivo de algodón y utiliza esta planta como un huésped alternativo. Con el objetivo de conocer el potencial de esta especie como una plaga en los algodonales y ayudar en la toma de decisiones con respecto al manejo de este insecto, se planteó la hipótesis en este estudio que el algodón es nutricionalmente adecuado para la reproducción y el desarrollo de E. meditabunda. Los tratamientos fueron:1) las hojas y el fruto del algodón 2) dieta estándar recomendada para la cría de pentatómidos fitófagos en el laboratorio, utilizada como testigo. Los parámetros biológicos fueron: tiempo de duración de ninfa, duración de cada instar, porcentaje de sobrevivencia, peso de los adultos en la emergencia, longevidad de machos y hembras, periodo de pre-oviposición y oviposición, número total de huevos por hembra y fecundidad de las hembras. Se observó que a pesar que el período de desarrollo de ninfa es prolongado, las ninfas que se alimentaban de plantas de algodón sobrevivieron, alcanzando la fase adulta y reproducción de adultos, lo que nos permite sugerir que la planta de algodón es nutricionalmente adecuada para el desarrollo y la reproducción de E. meditabunda, lo que permite la presencia del insecto en el campo después de la cosechas de la soja.


  Palabras clave: chinche, ecología nutricional, Gossypium hirsutum L., planta hospedera alternativa.

  


  INTRODUÇÃO


  Os relatos dos principais percevejos fitófagos da soja (Glycine max M.) ocorrendo em densidades populacionais consideráveis e causando danos na cultura do algodão (Gossypium hirsutum L.) tem preocupado técnicos e produtores, uma vez que os insetos sugadores podem estar mudando seu status nessa cultura (Bundy e McPherson, 2000; Reay-Jones et al., 2009; Soria et al., 2009). Essa mudança de comportamento é resultado do plantio sucessivo, da sincronia fenológica e da proximidade entre os cultivos de soja e algodoeiro (Bundy e McPherson, 2000; Greene et al., 2001; Reay-Jones et al., 2009; Stürmer et al., 2014). No momento em que a soja é colhida e o algodão permanece no campo e na proximidade, os percevejos dispersam a procura de alimento e abrigo e encontram nos algodoais as condições que precisam para sobreviver.


  A preocupação dos produtores se intensifica, pois esta dispersão dos percevejos ocorre no período de maturação da soja coincidindo com a fase de pleno desenvolvimento reprodutivo do algodoeiro (emissão de botões e flores e formação de maçãs), ou seja, período em que a planta está mais suscetível ao ataque desses insetos, afetando diretamente o produto a ser comercializado (Bundy e McPherson, 2000; Soria et al., 2009).


  Dentre as espécies de percevejos que dispersam da soja para o algodoeiro citam-se Euschistus heros (Fabricius), Piezodorus guildinii (Westwood), Edessa meditabunda (Fabricius) (Soria et al., 2009), Nezara viridula (Linnaeus), Euschistus servus (Say) e Chinavia hilaris (Say) (Hemiptera: Pentatomidae) (Bundy e McPherson, 2000; Soria et al., 2010).


  Edessa meditabunda conhecido popularmente como percevejo-asa-preta-da-soja ocasionalmente causa danos na cultura da soja (Panizzi, 1997; Stürmer et al., 2014), mas já foi relatado em alface (Krinski e Pelissari, 2012), boldo-brasileiro (Gonçalves et al., 2008), crotalária (Golin et al., 2011), alfafa, batata, ervilha, ervilhaca, feijão, milho, pimentão e tomateiro (Lopes et al., 1974), cultivos nos quais pode causar danos econômicos consideráveis. No algodoeiro, esse percevejo pode causar danos associados à queda de maçãs jovens, manchas nas fibras devido às puncturas e também apodrecimento de maçãs devido à transmissão de patógenos (Soria et al., 2010). Consequentemente esses danos resultam na redução da quantidade do algodão em caroço, redução da produção de fibras, sementes e qualidade da pluma (Willrich et al., 2004; Reay-Jones et al., 2009; Soria et al., 2010).


  Para verificar se o algodoeiro é nutricionalmente adequado para a reprodução e desenvolvimento do percevejo E. meditabunda conduziu-se este estudo, também objetivando conhecer o potencial dessa espécie como praga em algodoeiro e auxiliar na tomada decisão quanto ao manejo deste inseto.


  MATERIAL E MÉTODOS


  O trabalho foi realizado no Laboratório de Entomologia Aplicada da Faculdade de Ciências Agrárias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).


  Criação de Edessa meditabunda


  A criação foi estabelecida a partir de indivíduos coletados em cultivos de soja da área experimental da UFGD (22º 14' S, e 54º 49' W e altitude de 458 metros). Os insetos foram mantidos em gaiolas plásticas (19 x 22 x 10 cm), forradas com papel filtro e alimentados com vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.), amendoim cru (Arachis hypogaea L.), frutos de ligustro (Ligustrum lucidam T.) e joá-bravo (Solanum aculeatissimum) (Corrêa- Ferreira et al., 1991; Fortes e Consoli, 2011). Para permitir a aeração, as tampas das gaiolas plásticas foram recortadas no centro e a abertura foi coberta com tecido tipo organza. As gaiolas e o alimento foram trocados duas vezes por semana (Silva et al., 2008).


  A criação e os estudos foram realizados em sala climatizada [25 ± 1ºC, umidade relativa do ar (UR) de 60 ± 10 % e fotofase de 14 horas] (Oliveira e Panizzi, 2003; Fortes e Consoli, 2011).


  Plantas de algodoeiro


  Sementes de algodoeiro, cultivar DP Acala 90 foram semeadas em vasos plásticos de 15 litros contendo uma mistura de solo, areia e substrato orgânico (1:1:1). Após a emergência e desbaste foram mantidas duas plantas por vaso. As plantas foram conservadas em casa-de-vegetação e receberam os tratos culturais, irrigação e adubação nitrogenada conforme a necessidade.


  Aspectos biológicos de Edessa meditabunda


  Massas de ovos obtidas a partir de insetos mantidos em criação de laboratório foram acondicionadas em placas de Petri (9 cm x 1 cm) forradas com papel filtro umedecido com água não-destilada. Após a eclosão, as ninfas foram mantidas em grupos até a primeira ecdise, uma vez que não se alimentam no primeiro ínstar (Panizzi e Silva, 2009).


  Para a realização do bioensaio foram utilizadas ninfas de segundo ínstar, as quais foram individualizadas em pote plástico (250 mL), forrado com papel filtro, contendo o tipo de alimento a ser estudado, água foi oferecida por meio de algodão umedecido. Os tratamentos foram: 1) algodoeiro (duas folhas e uma maçã) e 2) dieta padrão utilizada para criação (Corrêa- Ferreira et al., 1991; Fortes e Consoli, 2011), como testemunha. As folhas e a maçã do algodoeiro tiveram o pecíolo mantido em tubo do tipo Eppendorf® contendo água, para a manutenção da turgidez e foram trocadas a cada dois dias (Silva et al., 2008).


  Observações diárias para registro da mudança de ínstar e mortalidade foram realizadas. Por ocasião da emergência dos adultos, os mesmos foram sexados e pesados em balança analítica. As características avaliadas foram: período de desenvolvimento ninfal do 2° ínstar ao adulto; a duração de cada ínstar; a sobrevivência (%) e o peso dos adultos. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com dois tratamentos, e quarenta repetições por tratamento, a parcela experimental foi constituída por uma ninfa de E. meditabunda, mantida individualizada.


  Para avaliação das características biológicas dos adultos, foram individualizados dez casais de E. meditabunda, para cada tratamento, provenientes do experimento com ninfas. Cada casal foi mantido em pote plástico (250 mL), o qual foi forrado com papel filtro. Os alimentos ofertados foram: algodoeiro (duas folhas e uma maçã) ou dieta padrão utilizada para criação (testemunha). A água foi oferecida por meio de algodão umedecido e as folhas e a maçã do algodoeiro tiveram o pecíolo mantido em tubo do tipo Eppendorf® contendo água, para a manutenção da turgidez e foram trocadas a cada dois dias (Silva et al., 2008). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com dois tratamentos e 10 repetições, sendo a parcela experimental constituída por um casal de E. meditabunda, mantido individualizado. Diariamente foi avaliada a longevidade de machos e de fêmeas, período de pré-oviposição e oviposição, o número total de ovos, a porcentagem de fêmeas em oviposição e a fecundidade das fêmeas. Para a determinação da viabilidade dos ovos (número de ovos eclodidos/total de ovos), estes foram mantidos em placas de Petri forradas com papel filtro umedecido e verificados diariamente até que ocorresse a eclosão ou aparentassem inviabilidade.


  Análise estatística


  Os dados das características avaliadas de ninfas e de adultos de E. meditabunda foram submetidos à análise de normalidade (Shapiro–Wilk) e homogeneidade das variâncias (Bartlett). Os dados de duração de cada instar, período de desenvolvimento ninfal (2° instar ao adulto), número de ovos por fêmea, viabilidade dos ovos e a longevidade de fêmeas foram submetidos a comparação de médias pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). Os dados de duração do período de pré-oviposição e oviposição e peso (machos e fêmeas) e longevidade de machos de foram submetidos a comparação de médias pelo teste F (p<0,05). Para avaliar a sobrevivência das ninfas, foi realizada a análise de sobrevivência de Kaplan-Meier e aplicado o teste de Gehan-Breslow para comparação das curvas de cada tratamento. Todos os testes foram realizados ao nível de 5 % de significância.


  RESULTADOS


  As ninfas de E. meditabunda alimentadas com as folhas e maçã de algodoeiro apresentaram aumento na duração do período de desenvolvimento ninfal (Tabela 1). A curva de sobrevivência mostrou que a mortalidade iniciou-se aos oito dias para as ninfas alimentadas com dieta padrão e aos 16 dias para as ninfas alimentadas com folhas e maçã de algodoeiro. Ao final do período ninfal não foi observada diferença estatística na porcentagem sobrevivência das ninfas deste inseto alimentado com as folhas e maçã de algodoeiro (71,1 %), quando comparado com as ninfas as quais foi ofertado como alimento a dieta padrão (60,6%) (K-M=1,894, d.f.=1, p=0,169) (Fig. 1).
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  No que se refere ao peso dos insetos, o peso das fêmeas não diferiu entre os tratamentos, entretanto o peso dos machos foi aproximadamente 10 mg menor para aqueles alimentados com algodoeiro em relação àquelas alimentados com a dieta padrão (Tabela 2).


  [image: ]


  A longevidade média dos machos alimentandos em algodoeiro foi maior (78,3 dias) do que a dos indivíduos alimentados com dieta padrão (40,88 dias), enquanto as longevidades de fêmeas não diferiram entre si nos tratamentos (Tabela 2).


  Observou-se que o período de pré-oviposição, oviposição e o número total de ovos por fêmea não foi afetado quando os insetos foram alimentados com maçã e folhas de algodoeiro quando comparado com a dieta padrão. No que se refere a viabilidade dos ovos e a porcentagem de fêmeas em oviposição, estas foram maiores para as fêmeas alimentadas com algodoeiro (Tabela 3).
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  DISCUSSÃO


  O aumento no tempo de desenvolvimento ninfal do percevejo Edessa meditabunda quando alimentado com estruturas do algodoeiro, demonstra que essa planta apresenta qualidade nutricional inferior em relação a dieta padrão para esta fase da vida do inseto. Esse aumento no tempo de desenvolvimento ninfal é relatado como uma estratégia dos insetos diante de alimentos com baixa qualidade nutricional, visando adquirir a energia e nutrientes necessários para atingir a fase adulta (Panizzi e Silva, 2009). De acordo com Scriber e Slansky (1981), as características físicas e químicas e a qualidade nutricional dos alimentos são responsáveis por desencadear diferentes repostas nos insetos, resultando, por exemplo, em aumento no período de desenvolvimento biológico dos imaturos e/ou elevada mortalidade. Além disso, a dieta padrão utilizada neste experimento é usualmente considerada testemunha em experimentos e para criação de pentatomídeos fitófagos em laboratório e é conhecida por permitir o completo desenvolvimento ninfal e a sobrevivência de percevejos (Fortes et al., 2006; Silva et al., 2011), resultando normalmente em um menor tempo de desenvolvimento das ninfas.


  Mesmo com o prolongamento no período de desenvolvimento das ninfas de E. meditabunda, o algodoeiro permitiu a sobrevivência destas, mostrando que 71,1% das ninfas alimentadas com algodoeiro conseguem atingir a fase adulta. Esse resultado difere do encontrado por Azambuja et al., (2013) que observaram uma elevada mortalidade de ninfas de E. heros alimentadas com estruturas reprodutivas de algodoeiro e corrobora com a sugestão de Soria et al., (2009) que observaram que E. meditabunda, dentre as espécies de pentatomídeos que estão ocorrendo em algodoeiro no Brasil, parece ser a mais apta para colonizar (reproduzindo-se) esta cultura, visto que em seus resultados o número médio de ninfas desta espécie apresentou aumento significativo durante as fases de desenvolvimento do algodoeiro em relação a espécie E. heros.


  O peso e a longevidade dos adultos de E. meditabunda quando alimentados em algodoeiro corroboram os dados obtidos em relação ao desenvolvimento das ninfas.


  O longo período de pré-oviposição e o pequeno número de ovos encontrados neste trabalho nos dois alimentos testados são justificados por uma característica particular desta espécie de pentatomídeo, que de acordo com Silva et al., (2012) apresenta menor frequências de cópula, menor potencial reprodutivo e longo período de maturação sexual em relação aos outros percevejos.


  A maior porcentagem de fêmeas em oviposição e viabilidade dos ovos em algodoeiro indicam que esta é uma planta adequada nutricionalmente para E. meditabunda, pois de acordo Awmack e Leather (2002) e Panizzi e Silva (2009) a reprodução ocorre apenas quando o alimento contém nutrientes que permitem a produção dos ovos, a nutrição da progênie e a sobrevivência da fêmea.


  O fato de as fêmeas do E. meditabunda sobrevirem e se reproduzirem quando alimentadas com algodoeiro aliada a maior viabilidade dos ovos (56,5 %) demonstra que esta espécie tem capacidade de se reproduzir e gerar descendentes quando se alimenta nesta cultura.


  A dispersão dos percevejos na fase de maturação da soja para o algodoeiro indica que as plantas de algodão estão servindo como um acolhimento temporário para esses insetos. Os resultados obtidos neste trabalho suportam que as plantas de algodão podem ser consideradas hospedeiros adequados para este pentatomídeo. E sugerem que o percevejo-asa-preta tem a capacidade de se desenvolver e reproduzir ou utilizar o algodoeiro como planta hospedeira com potencial para se tornar praga nesta cultura. A planta de algodão fornece uma fonte extra de nutrientes que permite a reprodução dos adultos e o desenvolvimento de suas ninfas, mantendo os insetos em campo por mais tempo.


  CONCLUSÕES


  Apesar do prolongamento do período de desenvolvimento ninfal, as ninfas alimentadas com algodoeiro sobreviveram, atingiram a fase adulta e os adultos se reproduziram, sugerindo que esta planta é nutricionalmente adequada para o desenvolvimento e reprodução de E. meditabunda.
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  ABSTRACT


  The interactive effects of saline water (2000, 4000 and 6000 mg/l) and foliar application of 400 mg/l of ascorbic acid (Asc) or α– tocopherol (α-Toco) on three flax cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane) were conducted during two successive seasons 2011/2012 and 2012/2013. The results showed that total soluble carbohydrates, free amino acids and proline contents were significantly increased with increasing salinity levels in the all three tested cultivars except free amino acid content of Giza 8 which showed insignificant decrease. While, nucleic acids (DNA and RNA) showed significant decreases compared with the corresponding control. Moreover, applications of vitamins (Asc or α-Toco) as foliar spraying increased all mentioned contents compared to the corresponding salinity levels. On the other hand, lipid peroxidation and activity levels of polyphenol oxidase, peroxidase and catalase enzymes showed significant increases with increasing salinity levels of all tested three cultivars, while the behaviour of superoxide dismutase activity showed an opposite response as compared with the control in Sakha 3 and Giza 8. Treatments with Asc or α-Toco induced significant reduction in lipid peroxidation and activities of polyphenol oxidase, peroxidase of the all three tested cultivars. Meanwhile, superoxide dismutase increased in all three cultivars, and catalase activities increased only in Sakha 3 cultivar under salt stress as compared with reference controls. Some modifications are observed in protein patterns hence some proteins were disappeared, while certain other proteins were selectively increased and synthesised of a new set of proteins were induced, some of these responses were observed under treatments and salinity, while others were induced by either treatments or salinity.


  Keywords: antioxidant enzymes, flax, lipid peroxidation, protein profile, salinity, α-Toco.

  


  RESUMEN


  La interacción de los efectos del agua salada (2000, 4000 and 6000 mg/l) y la aplicación foliar de 400 mg/l de ácido ascórbico (Asc) o α–tocopherol (α-Toco) en tres cultivares de lino (Sakha 3, Giza 8 y Ariane) se analizó durante dos estaciones sucesivas (2011- 2012). Los resultados mostraron que los contenidos de carbohidratos solubles totales, aminoácidos libres y prolina aumentaron significativamente con los niveles crecientes de salinidad en los tres cultivares probados, excepto en el cultivar Giza 8, en el cual el contenido de aminoácidos libres se redujo. Al mismo tiempo, los ácidos nucleicos (ADN y ARN) mostraron disminuciones significativas en comparación con los controles correspondientes. Mientras que aplicaciones foliares de vitaminas (Asc o α-Toco) incrementaron los contenidos mencionados en comparación con los niveles de salinidad. De otro lado, la peroxidación de lípidos y la actividad de la polifenol oxidasa, la peroxidasa, y la catalasa mostraron incrementos significativos con los niveles crecientes de salinidad en los tres cultivares analizados. Mientras tanto, la actividad superóxido dismutasa se incrementó en los tres cultivares y la actividad catalasa se incrementó únicamente en el cultivar Sakha 3 bajo estrés salino, en comparación con los controles. Se observaron algunas modificaciones en los patrones de proteínas. Así, algunas proteínas desaparecieron mientras que otras incrementaron e incluso un nuevo set de proteínas fue inducido. Algunas de estas respuestas fueron observadas en los tratamientos y en la salinidad, mientras que otras fueron inducidas por los tratamientos o por la salinidad.


  Palabras clave: enzimas antioxidantes, lino, peroxidación de lípidos, perfil de proteínas, salinidad, α-Toco.

  


  INTRODUCTION


  Flax plant (Linum usitatissimum L.) is an important fiber plant and has been grown in many different countries as fiber, seed and double purpose plant (fibers and seeds) in the same time. It is grown in Egypt as an important economic industrial and dual purpose crop (El Hariri et al., 1998).


  It is well established that, salinity is one of the major problems of agriculture in arid and semiarid regions. Salt stress is considered as one of the most important abiotic factors limiting plant growth and productivity (Sairam and Tyagi, 2004). Salinity produces oxidative stress in plant tissues (Rout and Shaw, 2001). This stimulates the generation of reactive oxygen species, such as a singlet oxygen, superoxide anion, hydrogen peroxide and hydroxyl radical (Gossett et al., 1994). The levels of reactive oxygen species are regulated by their rates of generation that is related with target substances such as proteins, lipids and/or nucleic acids, their potential rate of degradation and their rate of scavenging / buffering by enzymatic antioxidants (Hodge, 2003). Several enzymes are involved in the detoxification of reactive oxygen species, which resulted under salinity stress. Superoxide dismutase is the first defence enzyme which converts superoxide to H2O2. This can be scavenged by catalase and different classes of peroxidises (Sairam et al., 2005).


  In most plants, there is an increase in accumulation of amino acids and amines (e.g., proline, B-alanine, Glycine Betaine) in their tissues in response to salt stress. These compounds accumulating are differ between species and ranges from only one to several different compounds. Meanwhile, salinity induces inhibitory effects on the biosynthesis of free amino acids and opposite effect was observed on the biosynthesis of proline. This show the most common interpretation of proline accumulation, which acts as a cytoplasmic osmotic solute and as source of energy and nitrogen, so proline might play a role in the alleviation of salt stress (Venkatesan and Chellappan, 1998). Salinity stresses cause important modifications in gene expression (Soussi et al., 2001). Gene expression is manifested by the appearance of new proteins, which are not present before the stimulation process. Salinity promotes the synthesis of salt stress – specific proteins (Hashem, 2000), many of these proteins were suggested to protect cell against adverse effect of salt stress (Guerrier, 1998).


  To cope with stress and to avoid oxidative damage, plants have evolved a serious of enzymatic and non enzymatic antioxidant systems. From the latter ascorbic acid and α– tocopherols. Ascorbic acid is one of the most extensively studied antioxidants that have been detected in the majority of plant cell types, organelles and apoplast (Borland et al., 2006). A fundamental role of ascorbic defence system in plant is protecting metabolic processes against H2O2 and other toxic derivatives of oxygen. The essential is a reductant and reacting with and/or scavenging many types of free radicals. Ascorbic acid reacts non–enzymatically with superoxide, hydrogen peroxide and singlet oxygen. (Pourcel, et al., 2007).


  α-Tocopherol (Vitamin E) are lipophilic antioxidants synthesized by all plants. α-Tocopherol interact with the polyunsaturated acyl groups of lipids, stabilize membranes which scavenge and quench various reactive oxygen species and lipid soluble by products of oxidative stress (Cvetkovska et al., 2005; Noctor, 2006).


  The aim of this work is to study the influence of foliar application of ascorbic acid and/or α-tocopherol on counteracting the deleterious effect of salinity on flax plant grown in Egypt.


  MATERIALS AND METHODS


  Experimental procedures


  The current study was carried out to elucidate the roles of ascorbic acid and α-tocopherol on the oxidative defense systems of the three different cultivars of flax (Linum usitatissimum L.) grown under saline conditions. Also, to elucidate their roles in nullifications of all salt injuries. Seeds of flax three cultivars (Sakha 3, Giza 8 (Egyptian origin) and Ariane (French origin)) obtained from Agricultural Research Centre Giza, Egypt. The two applied substances (ascorbic acid (Asc) and α-tocopherol (α-Toco)) were supplied from Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA. The experiment was carried out in the green house of National Research Centre, Cairo, Egypt during two successive seasons 2011/2012 and 2012/2013. The salt type used in irrigation was mainly the chloride mixture suggested by Stroganov (1962). The salt components of salt mixture are shown in Table 1.
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  Three cultivar seeds of flax Sakha 3, Giza 8 (Egyptian origin) and Ariane (French origin) were separately sown on 7/11/2011 and 9/11/2012 in pots containing equal amounts of homogenous clay and sand (2:1). The plants were sprayed twice (after 30 and 45 days from sowing) with aqueous solutions of ascorbic acid or α-tocopherol (400 mg/L). The seedling (ten seedlings in each pot) were irrigated with saline water as described by Stroganov (1962) (2000,4000 and 6000mg/L) .


  Five uniform seedlings per pot were left for experimentation. Phosphorus, potassium and ammonium fertilizers were added to the soil at the recommended doses.


  Plant samples were taken after 60 days (at vegetative stage) from sowing for measurements of total soluble carbohydrates, proline, free amino acids, nucleic acids (DNA and RNA), lipid peroxidation, oxidative enzymes activities (superoxide dismutase, polyphenol oxidase, peroxidise and catalase) and protein profile.


  Chemical analysis


  Total soluble carbohydrates were extracted by the method of Homme et al., (1992) and estimated according to Yemm and Willis (1954). Free amino acids were extracted according to Vartainan et al., (1992) and estimated according to (Yemm and Cocking, 1955). Proline was extracted as free amino acid and assayed according to Bates et al., (1973). Nucleic acid (DNA and RNA) was extracted following the method of Schmidt and Thannhauser (1945) with some modifications as described by Morse and Carter (1949). RNA was estimated colorimetrically according to (Dische, 1953) while DNA was estimated according to Burton (1956). The levels of lipid peroxidation were measured by determining the levels of malondialdhyde (MDA). Malondialdhyde is a product of lipid peroxidation and was assayed by thiobarbituric acid reactive substrates (TBARS) contents using the method of Stewart and Bewley (1980).


  The method used for extracting the enzyme is that of MuKherjee and Choudhuri (1983). Super oxide dismutase (SOD, EC 1.12.1.1) activity measured according to the method of Dhindsa et al., (1981). Polyphenol oxidase (PPO, EC 1.10.3.1) activity assayed using the method of Kar and Mishra (1976). Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) activity assayed using to the method of Bergmeyer (1974). Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) activity assayed according to the method of Chen et al., (2000). The enzyme activities calculated by Kong et al., (1999).


  Protein extraction was done according to Reuveni et al., (1992) with some modifications. Electrophoretic protein profile of flax stems were analyzed according to sodium dodocylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) technique (Sheri et al., (2000) which relates polypeptide maps, molecular protein markers, percentage of band intensity, molecular weight and mobility rate of each polypeptide to standard markers using gel protein analyzer version 3 (MEDIA CYBERNE TICE, USA).


  Statistical analysis


  The data were statistically analyzed on Factorial design according to Snedecor and Cochran (1980). Means were compared by least significant difference (LSD) at 5 % levels of probability (Duncan 1955).


  RESULTS


  Changes in total soluble carbohydrates


  Data in Table 2 illustrate that increasing salinity levels up to 6000 mg/L increased total soluble carbohydrates in the three tested cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane) of flax stem as compared with the untreated controls. An average increase of about 41 %, 60 % and 80 % in Sakha 3, Giza 8 and Ariane cultivars respectively were obtained. Ariane cultivar accumulated more soluble carbohydrates in comparison with either Sakha 3 or Giza 8 cultivars. Ascorbic acid or α-tocopherol (400 mg/L) stimulated the accumulation of total soluble carbohydrates in the stems of flax three cultivars as compared with the corresponding salinity levels. More pronounced increase in total soluble carbohydrates was obtained with plants treated with ascorbic acid (Table 2).
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  Changes in free amino acids


  Salinity stress caused significant gradual increases in free amino acids with increases in salinity levels from 0 to 2000 to 4000 mg/L then decrease in magnitude but still more than control plants at 6000 mg/L in both Sakha 3 and Ariane cultivars. In contrary, non significant decrease at 2000 and 4000 mg/L and significant decrease at 6000 mg/L salinity level in free amino acids content of Giza 8 cultivar (Table 2). Furthermore, Asc or α-Toco significantly enhanced the stimulatory role of salt stress on production of free amino acids in Sakha 3, Giza 8 as well as Ariane cultivars. The highest level of free amino acids was found in plants treated with ascorbic acid than α–tocopherol.


  Changes in proline contents


  In flax plant, proline accumulation was observed in all stressed plants of three tested cultivars compared with those of control plants (Table 2). Data clearly show that the increase in proline level was much higher in stressed plants treated with ascorbic acid or α-tocopherol with increasing salinity level. These increases in proline contents of the three tested cultivars increased significantly (Table 2). However, stressed plants of Ariane cultivar accumulated much more proline compared to that of Sakha 3 and Giza 8.


  Changes in nucleic acid contents


  Data in Table 3 added also, that increasing salinity levels up to 6000 mg/L significantly decreased RNA and DNA contents in the three flax cultivars (Sakhs 3, Giza 8 and Ariane) as compared with the control plant. The rate of decrease in RNA and DNA were 52 % and 31 %, 44 % and 36 % and 37 % and 47 % in case of Sakha 3, Giza 8 and of Ariane, respectively. Exogenous application of ascorbic acid or α – tocopherol to three flax cultivars grown under different levels of salinity could over – come the reduction of RNA and DNA (Table 3).
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  Lipid peroxidation


  Salinization significantly exerted an increase in lipid peroxidation reaching the maximum value at 6000 mg/L salinity level in the three tested flax cultivars. The effect was more pronounced in Sakha 3 than Giza 8 than Ariane.


  The inhibitory effect of foliar application of ascorbic acid or α-tocopherol on the accumulation of MDA was apparent in the three tested flax cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane).


  [image: ]


  Enzyme activities


  Polyphenol oxidase, peroxidise and catalase activities showed a gradual increases with the increase in salinity level in water of irrigation of the flax cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane) as shown in Fig (2). The effect of increasing salinity levels on superoxide dismutase activities of the three tested cultivars of flax plant as recorded in Fig (2), showed that Sakha 3 and Giza 8 cultivars (less salt tolerant) exhibited a decline in superoxide dismutase with the increase in salinity levels. On the other hand, salt tolerant cultivar Ariane showed an increase in the activity of superoxide dismutase with increasing salinity levels up to 6000 mg/L.


  Foliar application of ascorbic acid or a-tocopherol in general, significantly decreased Polyphenol oxidase, peroxidise and catalase in Giza 8 and Ariane cultivars while catalase activity at Sakha 3 cultivar, which was increased as compared to the corresponding salinity levels. However, in the three tested cultivars superoxide dismutase activity increased by application of ascorbic acid and/or α-tocopherol as compared with the corresponding salinity levels.
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  Changes in protein electrophoretic patterns


  The changes in protein electrophoretic patterns extracted from the leaves of three flax cultivars, Sakha 3, Giza 8 and Ariane grown under different salinity levels and treated with ascorbic acid and/or α–tocopherol are shown in (Fig. 1). Salt stress and vitamins treatments caused an induction of some polypeptides and other polypeptides disappeared. Flax plants grown only under salt caused changes in the levels of protein in the three cultivars with molecular weights of 127, 90, 76, 48, 40, 22, 20 and 17 KDa in Sakha 3, 144, 23, 17, 15 and 9 KDa in Giza 8 and 90, 60, 26, 23 and 13 KDa in Ariane. One protein with M wt. 90 was de novo synthesized in Sakha 3 and Ariane cultivars which grown under salinity stress. Also, it was observed the M wts. 76, 48 and 40 KDa were detected in Sakha 3 while disappeared from Giza 8 and Ariane. In addition, M wt 60 and 26 were detected in Ariane but disappeared from Sakha 3 and Giza 8.


  Ascorbic acid and/or α – tocopherol treatment increase the intensity and density of salt responsive proteins which were detected in salinity treatments.
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  DISCUSSION


  Data in Table 2 illustrate that increasing salinity levels up to 6000 mg/L, increased total soluble carbohydrates in the three tested cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane) of flax stem as compared with the untreated controls. Our obtained results are in agreement with those obtained by Khattab (2007), Hassanein et al., (2009) and Rady et al., (2011) on different plant species. The accumulation of organic solutes especially sugars are the main solutes involved in osmotic adjustment in glycophytic plants submitted to osmotic and saline stress (Amini and Ehasapour, 2005). Molecules like total soluble carbohydrates were discovered by empirical methods to protect biological macromolecules against the damaging effect of salinity (Sairam and Tyagi, 2004). Data obtained revealed that foliar treatment of the three tested cultivars with ascorbic acid or α-tocopherol (400 mg/l) stimulated the accumulation of total soluble carbohydrates as compared with the corresponding salinity levels. These results are in good agreement with that obtained by Chaparazadeh et al., (2004), Hassanein et al., (2009) and Hassan et al., (2013). It could be concluded that, ascorbic acid and/or α–tocopherol foliar application generally stimulated the accumulation of total soluble carbohydrates in salt stressed flax plant either via increasing endogenous levels of certain phytohormones or by acting as activators of carbohydrates synthesis. Moreover, accumulation of carbohydrate play a key role in alleviating salinity stress, either via osmotic adjustment or by conferring some desiccation resistance to plant cells (Hassanein et al., 2009). Also, these increments probably, may be attributed to the protective effects of ascorbic acid or α-tocopherol on photosynthetic systems. As well as ascorbic acid or α-tocopherol which play essential roles in plant metabolism and stress tolerance (Chaparazadeh et al., 2004).


  Amino acids are a putative osmoprotective solute leading to lowering osmotic potential in several tissues exposed to stress. Salinity stress caused significant gradual increases in free amino acids with increases in salinity levels. These results are in agreement with the results observed by wheat plant and Rady et al., (2011) on sunflower plant, Sadak et al., (2012) on sunflower plant and Sadak and Abd Elhamid (2013) on flax plant where, they concluded that salinity stress were capable of acting as activators of free amino acids accumulation. The accumulation of amino acids in flax plant exposed to stress may be attributed to the disturbance in amino acid metabolism. Furthermore, Asc or α-Toco significantly enhanced the stimulatory role of salt stress on production of free amino acids in Sakha 3, Giza 8 as well as Ariane cultivars. These results added support to the results obtained by Bassouny et al., (2008) and Sadak et al., (2010). Thus, it can be suggested that salt tolerance was manifested via activated proline synthesis and hydrolysis of protein into free amino acids, which act as osmoprotectants in the three tested cultivars of flax plant. It could be concluded that the inhibitory effect of salt stress on the flax cultivars was alleviated by foliar treatment of antioxidants through enhancing the biosynthesis of free amino acids and their incorporation into protein.


  There is a positive correlation between increased cellular proline levels and the capacity of survival owing to the high environmental salinity under test. In flax plant, proline accumulation was observed in all stressed plants of three tested cultivars compared with those of control plants (Table 2). These results are in agreement with the results observed by, Alqurainy (2007), Bassouny et al., (2008), Eid et al., (2011), Rady et al., (2011) and Sadak and Abd Elhamid (2013) on many plant species. These increases could be attributed to that proline may be reacted as an organic nitrogen reserve (Sairam and Tyagi, 2004). Osmolytes such as (proline) are known to play an important role in protecting macromolecules by stabilizing protein structure and/or scavenging ROS produced under stress conditions (Mitysik et al., 2002). In addition, proline is a dominant organic molecule that acts as a mediator of osmotic adjustment under salinity stress, and/or stabilizer of sub-cellular structures which, could be considered as a sink for energy as well even a stress-related signal. Moreover, it is also involved in cell osmoregulation, protection of proteins during dehydration and can act as an enzymatic regular during stress conditions as mentioned by Rontein et al., (2002).


  Data clearly show that the increase in proline level was much higher in stressed plants treated with ascorbic acid or α-tocopherol with increasing salinity level. These increases in proline contents of the three tested cultivars increased significantly (Table 2). However, stressed plants of Ariane cultivar accumulated much more proline compared to that of Sakha 3 and Giza 8. These results may indicate that Ariane cultivar was more tolerant than other two test flax cultivars and this may be due to the varietal differences in flax tested cultivars. Similar results have been reached by Alqurainy (2007) and Bassouny et al., (2008). In this respect, it could be concluded that, the inhibitory effect of salinity was alleviated by antioxidants applications to plant.


  Data in Table 2 added also, that increasing salinity levels up to 6000 mg/l significantly decreased RNA and DNA contents in the three flax cultivars (Sakhs 3, Giza 8 and Ariane) as compared with the control plant. Similar results have been reported by Bekheta and El–Bassiouny (2005) on wheat as well Khattab (2007) on canola. It was postulated that, the contents of RNA and DNA in tomato decreased by NaCl salinized water due to its effect on the inhibition of synthesis and intensification of breakdown (Tsenov et al., 1973). Salinization increases RNA ase activity in barley, tomato and pea (Tal, 1977). It was postulated that ROS which accumulated as a result of salt stress can damage essential membrane levels as well as nucleic acids. (Shalata and Neumann, 2001). Exogenous application of ascorbic acid or α – tocopherol to three flax cultivars grown under different levels of salinity could over – come the reduction of RNA and DNA (Table 2) however, foliar treatment of used antioxidants promoted the synthesis of DNA and RNA and/ or prevented their degradation by nuclease enzymes. It was reported that ascorbic acid or α-tocopherol reacting directly or indirectly with reactive oxygen species, so contribute to maintain the integrity of cell structure such as proteins, lipids and nucleic acids from damage which induced by salt stress. (Cvetkovska et al., 2005).


  The extents of salt – induced oxidative damage, assessed by measuring the levels of malondialdehyd (MDA) were reported in Fig (1). Salinization significantly exerted an increase in lipid peroxidation in the three tested flax cultivars. There is a positive relation among the amount of lipid peroxidation and the degree of membrane damages which resulted from injurious salt stress. The effect was more pronounced in Sakha 3 than Giza 8 than Ariane. Ariane cultivar generally, had lower level of lipid peroxidation and this may be due to its genetical make up, however, it is of fiber flax varieties while both Sakha 3 and Giza 8 could be considered as double purpose plant (fibers and seeds). The low level of MDA in Ariane cultivar seems to enhance its tolerance. Similar results have been reported by Agarwal and Shaheen (2007), El-Beltagi et al., (2008) and Farouk (2011). These increases may be attributed to salinity effect which could modify the membrane structure and stimulate O2 production, which facilitates lipid peroxidation (Zhang and Kirkham, 1996). The inhibitory effect of foliar application of ascorbic acid or α-tocopherol on the accumulation of MDA was apparent in the three tested flax cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane). Alqurainy (2007) on bean and pea plants, Dolatabadian et al., (2008) on canola plant and Dolatabadian and Saleh Jouneghani (2009) on bean plants, reported similar inhibitory effects of exogenous ascorbic acid. Also, Asada (1999) and Gupta and Datta (2004) found that α-tocopherol application suppressed membrane lipid peroxidation and plasma membrane permeability. The inhibitory effect of ascorbic acid or α-tocopherol on lipid peroxidation may be due to antioxidants effect which would inhibit stress – induced increases in the leakage of essential electrolytes following peroxidative damage to plasma membranes (Dolatabadian and Saleh Jouneghani, 2009).


  Polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POX) and catalase (CAT) activities showed a gradual increases with the increase in salinity level in water of irrigation of the flax cultivars (Sakha 3, Giza 8 and Ariane) as shown in Fig (2). These increases in the activities of antioxidative enzymes under salt stress could be considered as an indicative of the increased production of ROS and a build – up of a protective mechanism to reduce oxidative damage triggered by stress experienced by plants as mentioned by Dolatabadian and Saleh Jouneghani (2009) and Rady et al., (2011). Velikova et al., (2000) where they reported that catalase and peroxidase are involved in overcoming the oxidative stress. Catalase activity was higher in salt tolerant Ariane than in the less tolerant Sakha 3 and Giza 8 respectively.


  The effect of increasing salinity levels on superoxide dismutase (SOD) activities of the three tested cultivars of flax plant as recorded in Fig (2), showed that Sakha 3 and Giza 8 cultivars (less salt tolerant) exhibited a decline in SOD with the increase in salinity levels. On the other hand, salt tolerant cultivar Ariane showed an increase in the activity of SOD with increasing salinity levels up to 6000 mg/l. In this connection, Rout and Shaw (2001) and Hoque et al., (2006) suggested that salt stress leads to a decrease in SOD activity in salt sensitive plants and this in turn showed an increase in salt tolerance one. Moreover, Dionisio – Sese and Tobita (1998) observed that the salt sensitive cultivars exhibited a decrease in superoxide dismutase (SOD) activity, while peroxidise activity was increased under high salinization. However, the salt tolerant rice cultivar showed only a slight increase and decrease in SOD and peroxidase activities respectively.


  Multiple antioxidant enzyme systems are involved in the enzymatic scavenging of ROS. Superoxide dismutase (EC.1.15.1.1) reacts with the superoxide radicals to produce H2O2 which could be considered to be the first line of defense against ROS. Hydrogen peroxide is scavenged by catalase CAT (EC. 1.11.1.6) by breaking it directly to form water and oxygen and an increase in its activity is related to an increase in stress tolerance. Peroxidases decompose H2O2 by oxidation of phenolic compounds. The activities of peroxidase POX (EC. 1. 11. 1. 7) and polyphenol oxidase PPO ( EC.1.10.3.1) were increased under salt stress. This was confirmed by our obtained results and the results of El–Bassiouny and Bekheta (2005); Khattab (2007); Agarwal and Shaheen (2007). Sairam and Srivastava (2002) reported that plant with high levels of enzymes either constitutive or inducible have been reported to have greater resistance to this oxidative damage.


  Foliar application of ascorbic acid or α-tocopherol in general, significantly decreased PPO, POX and CAT in Giza 8 and Ariane cultivars while CAT activity at Sakha 3 cultivar, which was increased as compared to the corresponding salinity levels. However, in the three tested cultivars SOD activity increased by application of ascorbic acid and/ or α-tocopherol as compared with the corresponding salinity levels. Our obtained results are in good agreement with those obtained by El-Bassionny et al., (2005) on faba bean and Dolatabadian and Saleh Jouneghani (2009) on common bean.


  It could be concluded that, these reduction in enzyme activities could be attributed to antioxidants direct effects on scavenge ROS (O-2), hydrogen peroxide (H2O2) and singlet oxygen (O2) and /or preventing the enhancement of the mentioned activated oxygen species (Asada, 1999). In addition, Padh (1990) reported that ascorbic acid plays an important role in preserving the activities of enzymes that contain prosthetic transition metal ions. Ascorbic acid acts as a primary substrate in cyclic pathway for enzyme detoxification of hydrogen peroxide (Shalata andNeumann, 2001).


  The changes in protein electrophoretic patterns extracted from the leaves of three flax cultivars, Sakha 3, Giza 8 and Ariane grown under different salinity levels and treated with ascorbic acid and/or α–tocopherol are shown in (Plate 1). Salt stress and vitamins treatments caused an induction of some polypeptides and other polypeptides disappeared. Flax plants grown only under salt caused changes in the levels of protein in the three cultivars with molecular weights of 127, 90, 76, 48, 40, 22, 20 and 17 KDa in Sakha 3, 144, 23, 17, 15 and 9 KDa in Giza 8 and 90, 60, 26, 23 and 13 KDa in Ariane.


  One protein band with M wt. 90 was de novo synthesized in Sakha 3 and Ariane cultivars which grown under salinity stress. In this respect, HSP 90 (a group of HSP) accumulates in response to drought and salt stress (Krishna et al., 1995). Such protein is referred as stress associated proteins (SAP). Also, it was observed the protein bands with M wt. 76, 48 and 40 KDa were detected in Sakha 3 while disappeared from Giza 8 and Ariane. In addition, M wt 60 and 26 were detected in Ariane but disappeared from Sakha 3 and Giza 8. The protein band with M wt 40 KDa seems to be hydrin (Shukry, 2001). They have a protective role in survival under water stress due to their function as ion trap in dehydrating cells, sequestering ions as they become concentrated (Close and Lammers, 1993).


  In addition, the protein with molecular weight 26 KDa seems to be osmotin as it expression under salinity stress was related to increased salt tolerance (Shukry, 2001; El– Bassiouny, 2005) in flax and wheat plants respectively. It has been suggested that, these proteins have an osmoprotection function (Dure, 1993) or protected cellular structures (Close and Lammers, 1993). It could be concluded that Ariane and Sakha 3 cultivars showed salt tolerance for the capacity of salt responsive proteins.In addition, the three cultivars had a band with molecular weight 23 KDa. The expression of these polypeptides was genetically regulated depending on the salt concentrations as well as the genetic differences in flax cultivars (El–Beltagi et al., 2008). Also, a new protein bands with molecular weight 17 and 15 KDa were detected in Giza 8. In this respect, El–Bassiouny (2005) found that a 15 KDa protein was induced by salt treated in salt sensitive rice and wheat cultivars, respectively. In addition it is worth to note that Giza 8 had a band with a M wt 9 KDa at 4000 and 6000 mg/l salinity levels and also detected in Ariane in control and treated plants was appeared to be Ubquitin. It is a small heat stress protein consisting of 76 amino acid at 8.8 KDa (Kruse and Kloppstech, 1992). Ubiquitin appeared to protect protein from degradation by protease by tagging the protein (Hershko, 1988).


  Ascorbic acid and/or α – tocopherol treatment increase the intensity and density of salt responsive proteins which were detected in salinity treatments.


  CONCLUSION


  In conclusion, the present results show that the salinity tolerant of Ariane cultivar as manifested by lower decrease in lipid peroxidation and increased the proline and free amino acid is associated with increased the capacity of salt responsive proteins than those of Sakha 3 and Giza 8. Exogenous application of ascorbic acid or α–tocopherol can mitigate the adverse effects of salinity through increasing the nucleic acid (DNA and RNA) is associated with higher antioxidant enzyme activities and salt responsive protein and reduce the lipid peroxidation.
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  SUMMARY


  Melatonin is an environmentally friendly-molecule with a potent free radical scavenger and antioxidant capacity. Two pot experiments were conducted during two successive winter seasons (2011/2012 and 2012/2013) at the wire-house of the National Research Centre, Dokki, Cairo, Egypt to study the potentiality of melatonin (100 mM and 500 mM) in alleviating the harmful effect of diluted seawater at a relatively low and high concentrations (3.85 dS/m and 7.69 dS/m, respectively) on the performance of faba bean plants. The results revealed that irrigation of faba bean plants with diluted seawater reduced growth parameters (plant height, leaves number/plant, fresh and dry weights of plant), relative water content (RWC), photosynthetic pigments (chlorophylls a, b and carotenoids), indole acetic acid, total carbohydrate, K+,Ca+2, as well as the ratios of K+/Na+ and Ca+2/Na+. This was accompanied by significant increases in phenolic content, compatible solutes (total soluble carbohydrate, free amino acids, proline), Na+ and Cl- relative to the control plants (untreated plants). On the other hand, melatonin treatments improved growth parameters, RWC, photosynthetic pigments, total carbohydrate, total phenolic content, indole acetic acid, K+,Ca+2 as well as K+/Na+ and Ca+2/Na+ ratios, either in the plants irrigated with tap water or with diluted seawater, as compared with corresponding controls. Meanwhile, melatonin treatments reduced the levels of compatible solutes, as well as Na+ and Cl- contents, relative to those of corresponding controls. Salinity stress and/ or melatonin treatments induced the production of new protein bands that did not occur in the control plants. Melatonin at 500 mM had a more pronounced effect in alleviating the adverse effects of the two salinity levels under study on the performance of faba bean plants than 100 mM melatonin.


  Keywords: indole acetic acid, legumes, minerals, N-acetyl-5-methoxytryptamine, protein patterns, seawater.

  


  RESUMEN


  La melatonina es una molécula ambientalmente amigable con una potente capacidad antioxidante y de trampa de radicales libres. Dos experimentos en materas fueron realizados en dos inviernos consecutivos (2011/2012 y 2012/2013) en instalaciones del Centro Nacional de Investigaciones, Dokki, Cairo, Egipto, para estudiar el potencial de la melatonina (100 mM and 500 mM) para disminuir los efectos nocivos del agua de mar diluida a concentraciones relativamente bajas y altas (3,85 dS/m and 7,69 dS/m, respectivamente). Los resultados mostraron que la irrigación de plantas de haba con agua de mar diluida reduce los parámetros de crecimiento (altura de la planta, número de hojas/planta, peso fresco y seco de la planta), el contenido relativo de agua (RWC), los pigmentos fotosintéticos (clorofilas a, b y carotenoides), el ácido indo lacético, los carbohidratos totales, K+, Ca+2, al igual que las relaciones K+/Na+ y Ca2+/Na+. Esto fue acompañado por un incremento significativo en el contenido de fenoles, solutos compatibles (carbohidratos solubles totales, aminoácidos libres, prolina), Na+ y Cl- en comparación con las plantas control (plantas no tratadas). De otro lado, los tratamientos con melatonina mejoraron los parámetros de crecimiento, RWC, los pigmentos fotosintéticos, carbohidratos totales, contenido fenólico total, ácido indo acético, K+,Ca+2 al igual que las relaciones K+/Na+ y Ca+2/Na+ , tanto en las plantas irrigadas con agua dulce de la llave como en las irrigadas con agua de mar diluida en comparación con los controles correspondientes. De otro lado, los tratamientos con melatonina redujeron los niveles de solutos compatibles, al igual que los contenidos de Na+ y Cl-, en comparación con los controles. El estrés por salinidad y/o los tratamientos con melatonina indujeron la producción de nuevas bandas de proteínas que no estuvieron presentes en las plantas control. El tratamiento de melatonina 500 mM tuvo un efecto más pronunciado que el tratamiento de 100 mM en disminuir los efectos adversos de los dos niveles de salinidad estudiados sobre el comportamiento de las plantas de haba.


  Palabras clave:ácido indol acético, agua de mar, leguminosas, minerales, N-acetyl-5-methoxytryptamina, patrones de proteínas.

  


  INTRODUCTION


  Faba bean (Vicia faba L.) is one of the most important crops cultivated in the developing countries due to the richness of seed protein content. The importance of faba bean in Egypt lies not only as human food, animal fodder and green manure but also due to its importance in crop rotation via fixing atmospheric nitrogen that enriches the soil with nitrogen and organic matter as well as improving the water use efficiency of the cropping system (Khalafallah et al., 2008).


  Fresh water resources are becoming limited due to the competition with human and industrial use. Furthermore, the saline water can vary greatly in quality depending on type and quantity of dissolved salts. In this respect, irrigation with diluted seawater plays an important role in saving fresh water resources and can be used successfully to grow crops under certain conditions (Zeid, 2011). Tolerance of plants to salinity stress is very complex at whole plant and cellular levels and involves changes in their morphology, physiology and metabolism (Ashraf and Harris, 2004). Reduction of photosynthetic activity, accumulation of organic acids and osmolytes, and changes in carbohydrate metabolism are typical physiological and biochemical responses to stress. One of the most important responses of plants to abiotic stresses is over production of different types of compatible solutes (Ashraf and Harris, 2004). Compatible solutes are low molecular weight, highly soluble compounds that are usually non-toxic at high cellular concentrations. Generally, such solutes protect plants from stress through different courses, including contribution to cellular osmotic adjustment, detoxification of reactive oxygen species, protection of membrane integrity and stabilization of enzymes and proteins (Bohnert and Jensen, 1996). Furthermore, some of these solutes are commonly referred to as osmoprotectants because they protect cellular components from dehydration injury. Bartels and Sunkar (2005) mentioned that organic solutes such as soluble carbohydrates, soluble proteins, total free amino acids and proline have been involved in osmotic regulation in plant and playing an important role in the tolerance of plants to salinity stress. Different abiotic stresses may cause osmotic stress, oxidative stress and protein denaturation in plants, which lead to similar cellular adaptive responses such as induction of stress proteins and acceleration of reactive oxygen species scavenging systems (Zhu, 2002).


  Several researchers attempted to enhance the salinity tolerance of different crops through using antioxidants as pre-sowing seed treatments or exogenous application on plants at different growth stages. Priming (osmo-conditioning) is one of the physiological methods that improves seed performance and provides faster and synchronized germination and performs better under adverse conditions (Ashraf and Foolad, 2005).


  Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) was discovered in plants during 1995. It is widely present in many higher plants, dicotyledons and monocotyledons. Melatonin has been detected and quantified in roots, shoots, leaves, fruits and seeds of a considerable variety of plant species. The levels of melatonin in plant organs vary considerably, from picograms to micrograms per gram plant material. Generally, seeds and leaves have the highest level of melatonin while fruits have the lowest (Van Tassel et al., 2001, Tan et al., 2007). Many microorganisms including bacteria and fungi produce melatonin (Hardeland and Poeggeler, 2003). The decomposition of microorganisms releases melatonin into the surrounding soil and the rootlets of the plants may absorb this melatonin and recycle it. Melatonin is an indolic compound (biogenic indoleamine) structurally related with other important substances, such as tryptophan, serotonin, indole-3-acetic acid (IAA), etc. Melatonin-intermediate products show antioxidant properties and have synergistic action with other antioxidants, such as ascorbic acid, glutathione, etc. (Arnao and Hernández-Ruiz, 2009). Melatonin is soluble in both water and lipid so it may act as a universal hydrophilic and hydrophobic antioxidant (Janas and Posmyk, 2013). Several authors hypothesized that melatonin may possess some auxin- like effects (Kolár and Machackova, 2005) and may act as a regulatory molecule in plants (Van Tassel et al., 2001). Its antioxidant activity protects different plant tissues and organs, particularly reproductive tissues, fruit and germ tissues of the seed from oxidative stress due to environmental stresses, such as drought, salinity, cold, heat, ultraviolet light and ozone (Van Tassel et al., 2001). Tan et al. (2007) mentioned that elevated levels of melatonin probably protect plants against water and soil pollutants through acting as a direct free radical scavenger and as an indirect antioxidant. Melatonin directly detoxifies the hydroxyl radical, hydrogen peroxide, nitric oxide, peroxynitrite anion, peroxynitrous acid, and hypochlorous acid that are accumulated under stressful environments. Additionally, melatonin caused increases in the activity of several antioxidant enzymes, especially at harsh environments. One melatonin molecule may scavenge up to 10 free radicals (Tan et al., 2007), which contrasts with the classic antioxidants that typically detoxify one radical per molecule. Its antioxidant activity may manifest itself in several ways: (i) direct free radical scavenging, (ii) elevating the antioxidant enzyme activity, (iii) protecting antioxidant enzymes from oxidative damage, (iv) increasing the efficiency of mitochondrial transport chain and (v) reducing the generation of free radicals (Tan et al., 2010). Arnao and Hernández-Ruiz (2009) showed that melatonin content in roots increased due to stress, reaching up to six times the melatonin content of control roots and such increase probably plays an important role in the defense against stress.


  Several investigators have studied the physiological role of melatonin in plants. These studies suggested that melatonin was involved in many plant functions as delaying flower induction (Kolár et al., 2003); stimulation of hypocotyl, coleoptile and root growth (Chen et al., 2009), and protection against chlorophyll degradation (Arnao and Hernández-Ruiz., 2009). Paredes et al. (2009) reported that melatonin functions in plants can be recognized into three categories: growth promoters as auxins; antioxidants for free radicals and serve as a first-line defense against oxidative stress; and other functions (signal molecules for circadian maintenance, regulation of flower development, or maintenance of developmental stages in fruit tissues).


  Thus, this work aimed to study the effect of seed priming with melatonin in ameliorating the harmful effects of salinity (diluted seawater irrigation conditions) on the performance of faba bean plants.


  MATERIALS AND METHODS


  Materials


  Seeds of faba bean (Viciafaba L. cv. Giza 461) were obtained from the Legumes Crops Research Department, Ministry of Agriculture and Land Reclamation, Egypt. Melatonin was purchased from Science Lab Company, 14025 Smith Road, Houston, Texas, USA.


  Methods


  Growth conditions


  Two pot experiments were conducted at the wire-house of the National Research Centre, Dokki, Cairo, Egypt on the middle of November during two growing seasons (2011/2012 and 2012/2013). During this period, temperature ranged from 10–27 ºC. Relative humidity ranged from 21–87 %. Healthy faba bean seeds were selected for uniformity by choosing those of equal size and identical color. The selected seeds were washed with distilled water, sterilized with 1 % (v/v) sodium hypochlorite for approximately two min, and then washed thoroughly with distilled water. The seeds were divided into three groups, the first group was soaked with distilled water, while second and third groups were soaked with two concentrations of melatonin at 100 mM and 500 mM, respectively for 12 hours then allowed drying at room temperature (25 oC) for about 1h. Ten air-dried faba bean seeds were sown along a centre row in each pot (30 cm diameter) at a depth of 30 mm, in approx. 7 kg of clay: sand (3:1 v/v) soil. Granular ammonium sulphate (20.5 (w/w) % N) was applied at a rate of 40 kg N ha-1, and single superphosphate (15 % P2O5) was added at a rate of 60 kg P2O5 ha-1 to each pot. These doses of nitrogen and phosphorous were added and mixed thoroughly into the soil of each pot immediately before sowing.


  The experiment consisted of three levels of melatonin namely 0 µM (control), 100 µM and 500 µM considered as ME0, ME1 and ME2 respectively where melatonin was dissolved in distilled water. Irrigation water consisted of two levels of diluted seawater namely 3.85 dS/m and 7.69 dS/m that were referred to as S1 and S2, respectively, whereas the control plants were irrigated with tap water (S0). Treatments were arranged in a factorial manner with six replicates for each treatment. Ten days after sowing, (DAS), faba bean seedlings were thinned leaving four uniform seedlings per pot.


  Starting from day 15th, plants were irrigated with the two levels of diluted seawater mentioned above. Irrigation was carried out as follows, 3 times with diluted seawater followed by irrigation with tap water once and so on till the end of experiment.


  Data recorded


  Plants were sampled during vegetative stage (75 days after sowing) for measurement of some growth parameters (plant height, number of leaves /plant, fresh and dry weights of plant, and relative water content (RWC), moreover, fresh leaves were used for determination of photosynthetic pigments, endogenous indole acetic acid and electrophoretic protein bands. Oven- dried leaves (for 72 h at 70 ºC) were ground to a powder and kept in a desiccators to determine total carbohydrates, total soluble carbohydrate, total phenolic contents, total free amino acid, proline, as well as some mineral contents (Na+, K+, Ca+2, Cl-). It is imperative to mention that, data of the yield and its components as well as nutritive value of the yielded seeds especially its melatonin content will be reported in another research paper.


  Measurements


  Relative water content (RWC) was measured in the first fully-expanded leaf (from the top) using the method of Yamasaki and Dillenburg (1999).
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  Chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids concentrations were estimated using the method of Moran (1982). Indole acetic acid content was determined according to Larsen et al. (1962). Fresh leaves were subjected to protein analysis according to their molecular weights by denatured sodiumdodecylsulphate (SDS)-PAGE as described by Laemmli (1970). Total soluble carbohydrates were determined according to Smith et al. (1956). Total carbohydrates were determined according to Dubois et al. (1956). Free amino acid content was determined with the ninhydrin reagent method (Yemm and Cocking, 1955). Proline was estimated according to Bates et al. (1973). Total phenolic compounds were determined according to the method described by Zhang and Wang (2001). Mineral contents of faba bean leaves (Na+, K+ and Ca+2) were determined according to Chapman and Pratt (1978) using a flame photometer. Cl- was determined according to the titration method described by Jackson (1973).


  Statistical Analysis


  All data were subjected to analysis of variance (ANOVA) for a randomized complete block design, after testing for homogeneity of error variances according to the procedure outlined by Gomez and Gomez (1984). Statistically significant differences between means were compared at p ≤ 0.05 using Duncan's multiple range test and presented with the standard errors.


  RESULTS


  Growth Parameters


  All the measured growth parameters (plant height, leaves number/plant, fresh and dry weights of plant) as well as relative water content (RWC) decreased as a result of application of the two salinity levels (S1ME0 and S2ME0) relative to control plants (S0ME0) (Table 1). These decreases were significant at S2ME0 treatment, whereas, decreases due to S1ME0 treatment were significant only in plant dry weight and RWC relative to control plant. Regarding melatonin effect on plants irrigated with tap water, it was noted that both melatonin concentrations (ME1 and ME2 as 100 mM and 500 mM) increased all examined growth parameters. These increases were significant at 500 mM melatonin (ME2), meanwhile, melatonin at 100 mM (ME1) caused non-significant increases in all parameters except RWC that showed significant increase relative to control plants (S0ME0). Under salinity stress (S1 and S2), 100 mM and 500 mM melatonin (ME1 and ME2) caused increases in all the examined growth parameters relative to corresponding controls, where the increases in plant dry weight and RWC were significant. It is worthy to mention that the beneficial effects of melatonin treatments in alleviating the harmful effect of salinity stress on the growth parameters was more pronounced in the plants grown under the higher salinity level (S2= 7.69 dS/m) than those grown under lower salinity level (S1= 3.85 dS/m) relative to corresponding controls.
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  Photosynthetic Pigments


  The two applied salinity levels (S1ME0 and S2ME0) caused a decrease in all components of photosynthetic pigments (chlorophylls a, b and carotenoids) and consequently chlorophyll a+b as well as total photosynthetic pigments relative to the control plants (S0ME0) (Table 2). On the other hand, chlorophyll a, a+b, and total photosynthetic pigments were significantly increased in faba bean plants irrigated with tap water under the effect of 100 mM melatonin, meanwhile 500 mM melatonin caused significant increases in all the components of photosynthetic pigments except the carotenoid content relative to the control (S0ME0). Interaction between the two salinity levels (3.85 dS/m and 7.69 dS/m) and melatonin (100 mM and 500 mM) showed that both melatonin concentrations caused significant increases in chlorophyll a and non-significant changes in chlorophyll b and carotenoids relative to corresponding controls. It is imperative to mention that the enhancement effect of 500 mM melatonin (ME2) on photosynthetic pigments was more pronounced than that by 100 mM melatonin (ME1), either in the plants irrigated with tap water (S0) or diluted seawater (S1 and S2). These increases in total photosynthetic pigments were 22.31 %, 12.87 % and 15.85 % in the plants treated with 500 mM melatonin and irrigated with tap water (S0), diluted seawater at lower (S1) and higher (S2) concentrations, respectively, as compared with corresponding controls.
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  Biochemical Constituents and Compatible Solutes


  The two applied salinity levels (S1ME0 and S2ME0) caused significant and gradual decreases in total carbohydrate and indole acetic acid contents relative to the control plant (S0ME0) (Table 3). However, soluble carbohydrate, phenolic content, free amino acid and proline were significantly and gradually increased by increasing salinity levels relative to control plant (S0ME0). Melatonin concentrations (ME1 and ME2) in absence of salinity caused gradual increases in total carbohydrate, phenolic content and indole acetic acid accompanied by gradual decreases in soluble carbohydrate, free amino acid and proline content relative to control plant (S0ME0). Under salinity stress, the effect of melatonin on some biochemical constituents and compatible solutes of faba bean plants was more or less similar to its effect on the plants irrigated with tap water. It is worthy to mention that, 500 mM melatonin was more effective than 100 mM melatonin either in enhancement of some parameters (total carbohydrate, phenolic content and indole acetic acid) or inhibition of the others (soluble carbohydrate, free amino acid and proline).
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  Mineral Content


  The two applied salinity levels (S1ME0 and S2ME0) caused significant and gradual increases in Na+ and Cl- percentages accompanied by significant and gradual decreases in Ca+2 and K+ percentages as well as ratios of K+/Na+ and Ca+2/Na+ relative to the control plants (S0ME0) (Table 4). Concerning melatonin effect on mineral content of faba bean plant irrigated with tap water, it was found that ME1 and ME2 caused non-significant decreases in Na+ and Cl- percentages accompanied by increases in the percentages of K+ and Ca+2 as well as ratios of K+/Na+ and Ca+2/Na+ relative to control plants (S0ME0). Furthermore, melatonin effect on mineral content of faba bean plants irrigated with two levels of diluted seawater was more or less similar to those obtained in the plants irrigated with tap water. Both melatonin concentrations caused significant decreases in Na+ and Cl- percentages accompanied by significant increases in K+ and K+/Na+ ratio, as well as non-significant increases in Ca+2 relative to corresponding controls. It was noted also that 500 mM melatonin was more effective than 100 mM in alleviating the harmful effect of the two salinity levels (3.85 dS/m and 7.69 dS/m) on the mineral content of faba bean plants.
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  Protein Patterns


  The SDS– PAGE electrophoretic protein patterns of faba bean plants grown under the effect of two different concentrations of melatonin (100 mM and 500 mM) and irrigation with either tap water (S0), diluted seawater at 3.85 dS/m (S1), or 7.69 dS/m (S2) are shown in (Table 5) and (Fig. 1).The control plants (S0ME0) exhibited 7 protein bands (Mr: 125, 103, 72, 60, 44, 35, 31 kDa, respectively). This number (7 bands) represented the least number of bands that were common among the different treatments. The high concentration of salinity (S2) alone or in combination with melatonin at the relatively low (ME1) or high (ME2) concentration induced a new protein band having a molecular rate 96 kDa. A unique protein band (Mr: 92 kDa) was induced by 500 mM melatonin (S0ME2). Furthermore, a protein band having a Mr 82 kDa seemed to be a marker for all melatonin treatments either alone (S0ME1 or S0ME2) or in combination with salinity at lower and higher levels (S1ME1, S1ME2, S2ME1, S2ME2). The low concentration of salinity (S1) alone or in combination with melatonin at the relatively low (ME1) or high (ME2) concentration induced two new protein band having a molecular rate 69 and 56 kDa.


  [image: ]


  [image: ]


  DISCUSSION


  Growth Parameters


  It is well known that the responses of plant growth to salinity stress vary to different extents according to the degree and duration of stress, plant variety or species and developmental stage. In the present work, the vegetative growth parameters of faba bean plants were generally adversely affected by salinity stress (Table 1). Such a reduction in growth could be attributed to the influence of high osmotic stress and ion toxicity (Hasanuzzaman et al., 2013) or due to altered cell wall structure induced by stress (Sweet et al., 1990). Further, salinity stress might inhibit cell division, cell enlargement and expansion as mentioned by Radi et al. (2013).


  The obtained data show an enhancement effect of melatonin on vegetative growth parameters of faba bean plants irrigated either with tap water or diluted seawater (Table 1). In this connection, Janas and Posmyk (2013) mentioned that exogenously applied melatonin improved developmental processes during both vegetative and reproductive growth under stress conditions. Moreover, due to its antioxidant properties, melatonin protected the roots of barley from the damaging effects of NaCl, ZnSO4 and H2O2 (Tan et al., 2010). Li et al. (2012) also reported that melatonin mediated many physiological processes in plants i.e. growth regulation and ion homeostasis and partially alleviated the salt-induced inhibition on plant growth. Melatonin has similar chemical structure as auxin-IAA so, it may play a similar role in plants as this hormone (Sarropoulou et al., 2012). Further, Hernández-Ruiz and Arnao (2008) mentioned that melatonin stimulated the vegetative growth in etiolated lupine hypocotyls in a manner similar to that of indole acetic acid. Tan et al. (2007) investigated the potential relationships between melatonin supplementation and environmental tolerance of plants. Plants having a higher content of melatonin coped better with stress under adverse environmental conditions, compared to those with lower levels of this compound (Zhang et al., 2013). Recently, there are several reports demonstrating the function of melatonin in alleviating the adverse effects of abiotic stresses (Arnao and Hernández-Ruiz, 2009, Li et al., 2012, Wang et al., 2013).


  Phtosynthetic Pigments


  The depressive effect of salinity stress on chlorophyll content (Table 2) may be due to the formation of proteolytic enzymes such as chlorophyllase, which is responsible for the chlorophyll degradation and /or damaging the photosynthetic apparatus (Radi et al., 2013). In addition, Santos (2004) pointed out that the decrease in chlorophyll content in severely NaCl stressed leaves was mainly due to a decrease of ALA (5-aminolinolic acid) synthesis. This acid is a precursor of protochlorophyllide, which converts to chlorophyll when exposed to light. Sabra et al.(2012) concluded that salt concentration (100 mM NaCl) reduced Chl a, Chl b and carotenoid contents in Echinacea purpurea and E. angustifolia, where that reduction was correlated with shoot Na+ content rather than Cl−, suggesting that Na+ was the major ion causing pigment reduction. Nevertheless, in other plant species like Vicia faba, the decline in the leaf chlorophyll was strictly attributed to Cl− accumulation in the leaves (Tavakkoli et al., 2010). In the present work, melatonin at two applied concentrations (100 mM and 500 mM) positively affected the photosynthetic pigments of faba bean plants either on irrigation with tap water or diluted seawater. XD et al. (2010) mentioned that treatment with melatonin played an important role in preservation of chlorophyll and promotion of photosynthesis due to raising the antioxidant enzyme activities and antioxidant contents and thus inhibiting the production of reactive oxygen species. In addition, Arnao and Hernández-Ruiz (2009) cited that melatonin treatments lowered chlorophyll degradation and slowed down the senescence process in barley plants, where 1 mM melatonin was optimal. Li et al. (2012) illustrated that pretreatment of Malus hupehensis Rehd with melatonin under high salinity conditions significantly improved plant growth and photosynthetic capacity. Zhang et al. (2013) stated that treatment with 100 μM melatonin significantly reduced chlorophyll degradation in cucumber seedlings and alleviated the effect of water stress. Furthermore, the ultrastructure of chloroplasts in water-stressed cucumber leaves was maintained after melatonin treatment. Melatonin molecule significantly reduced chlorophyll degradation and suppressed the up-regulation of senescence-associated gene and increased the photosynthetic efficiency of many plants (Tan et al., 2012, Wang et al., 2013).


  Biochemical Constituents and Compatible Solutes


  a. Total carbohydrates


  Carbohydrates are supplied mainly through the process of photosynthesis and photosynthetic rates are usually lower in plants exposed to salinity and especially to NaCl (Ashraf and Harris, 2004). Hence, the reduction in photosynthetic pigments in faba bean leaves under the effect of salinity stress (Table 2) might have led to decreased levels of photo-assimilates in the leaves, mainly total carbohydrates (Table 3). Most of the plants are sensitive to salt stress, and high level of salinity caused reduction in carbohydrates (Hassanein et al., 2009). On the other hand, the melatonin enhancement effects on photosynthetic pigments that have been recorded in the present work might interpret the overproduction of total carbohydrates, and thus the concomitant enhancement of plant growth.


  b. Indole acetic acid


  The decreases in indole acetic acid (IAA) under the effect of salinity stress (Table 3) were concurrent with the decrease in vegetative growth parameters (Table 1). The reduced IAA levels under salinity stress might be attributed to the inhibition in biosynthesis of indole acetic acid and/ or increases in their degradation or transformation into inactive form. However, recent work indicated that the decreased auxin contents under salinity might be rather complicated as being underplayed by stress-responsive transcription factors and microRNAs that modulate auxin- and environment-mediated root development (Kazan, 2013). On the other hand, the promotive effect of melatonin on IAA was confirmed by Chen et al. (2009) who reported that melatonin doses increased indole acetic acid. In addition, Posmyk et al. (2009) mentioned that hydro-priming of cucumber seeds with melatonin increased IAA content.


  Phenolic compounds


  In response to various environmental stresses such as salinity stress, plants have developed different physiological and biochemical mechanisms to adapt or to tolerate stress. Table 3 shows that salinity stress and/ or melatonin treatments enhanced the phenolic content. Salinity induced disturbances in the metabolic process leading to the increase in the synthesis of phenolic compounds (Keutgen and Pawelzik, 2009). Actually, the accretion of reactive oxygen species (ROS) under salt stress is generally coupled with changes in net carbon gain which may strongly affect the biosynthesis of carbon-based secondary compounds, particularly leaf polyphenols (Radi et al., 2013). Phenolic compounds play an important role as antioxidants in scavenging free radicals arising from their high reactivity as hydrogen or electron donors, to stabilize and delocalize the unpaired electron (chain-breaking function), and from their ability to chelate transition metal ions (Huang et al., 2005). Beneficial effects of melatonin may also result from its signaling function, through the induction of different metabolic pathways and stimulate the production of various substances, preferably operating under stress (Tan et al., 2012). Szafranska et al. (2012) showed that melatonin added to Vigna radiata L. seeds protected the roots of chilled seedlings after re-warming and increased the synthesis of phenolic compounds, particularly derivatives of p-coumaric acid.


  Compatible solutes


  In the present work, salinity stress caused increase of compatible solutes, whereas melatonin treatments decreased them (Table 3). The osmotic adjustment in plants subjected to salt stress occurs by the accumulation of high concentrations of osmotically active compounds known as compatible solutes such as proline, glycinebetaine, soluble sugars, free amino acids and polyamines (Jagesh et al., 2010). These authors revealed that such substances play an important role in the adaptation of cells to various adverse environmental conditions through raising osmotic pressure in the cytoplasm, stabilizing proteins and membranes, and maintaining the relatively high water content obligatory for plant growth and cellular functions.


  Proline accumulation is considered as an indicator in several plant species under salt stress conditions, acting as an osmotic protectant and contributing to the turgor maintenance of cells (Jagesh et al., 2010). Proline was involved in the synthesis of key proteins that are necessary for stress responses (Iyer and Caplan, 1998). Further, the increase in proline content could be attributed to a decrease in proline oxidase activity under saline conditions (Roodbari et al., 2013). The free amino acid accumulation associated with stress may actually be a part of an adaptive process contributing to osmotic adjustment (Dubey, 1994).


  Elevated sugar levels in salt stressed plants may contribute to the turgor maintenance and stabilization of cellular membranes (Jouve et al., 2004).The accumulation of soluble carbohydrates in plants has been widely reported as a response to salinity despite a significant decrease in net CO2 assimilation rate (Murakeozy et al., 2003). According to Bohnert and Jensen (1996) carbohydrates may act as ROS scavengers and contribute to increase in membrane stabilization.


  On the other hand, melatonin is a free radical scavenger and broad-spectrum antioxidant that might directly eliminate ROS when produced under stressful conditions. The accumulation of ROS under stress was inhibited by melatonin applications due to direct scavenging and/or enhanced activities of antioxidant enzymes (Tan et al., 2000, Tan et al., 2007). The results of the present work show that melatonin treatments decreased the harmful effect of salinity on faba bean plants and increased its salinity tolerance.


  Mineral Content


  The decreases in K+ and Ca2+ were accompanied by increases in Na+ and Cl- in faba bean leaves under the effect of salinity levels (Table 4). This conclusion agrees with those reported by Cramer (1997) and Taïbi et al. (2012) who revealed that plants exposed to NaCl take up high amounts of Na+, whereas the uptake of K+ and Ca2+ is significantly reduced. K+/Na+ ratio in plants under saline conditions is considered as one of the important selection criteria for salt tolerance (Ashraf and Harris, 2004). Tester and Davenport (2003) pointed out that low K+/Na+ ratios could disrupt protein synthesis in the cell, given that Na+ competes with K+ for binding sites essential for cellular function, but cannot substitute for K+ to activate functional enzymes. Furthermore, the maintenance of Ca2+ acquisition and transport under salinity constitutes an important determinant of salinity tolerance (Unno et al., 2002), making plants to be less susceptible to osmotic and specific ion injury. Taïbi et al. (2012) mentioned that Na+ and Ca2+ can enter cells through ion channels. These channels may control the transport of cations to the xylem and therefore, may control cation transport to the shoot. In some cases, these channels are more selective for Na+ than K+ and the increase in Ca+2 concentration reduces Na+ conductance through these channels. K+ also moves through the Ca2+ channels and can interfere with Ca2+ transport (Piñeros and Tester, 1997). Chlorine is widespread in the nature, and plants easily absorb chloride ions. Chloride ions play an important role in PSII, membrane potential stabilization and turgor and pH regulation. External Cl- concentrations higher than 20 mM can be toxic in susceptible plant species, whereas in tolerant species external concentrations four to five times higher may show no effect on plant growth (Broadley et al., 2012).


  Melatonin treatments partially alleviated the harmful effect of salinity stress on mineral content of faba bean leaves (Table 4). Li et al. (2012) mentioned that melatonin might control the expression of ion-channel genes under salinity, which may possibly contribute to the maintenance of ion homeostasis and thus, improves salinity resistance in plants. The ability to limit Na+ transport into the shoots and to reduce Na+ accumulation in the rapidly growing shoot tissues is critically important for maintenance of high growth rates and protection of metabolic processes in elongating cells from the toxic effects of Na+ (Roodbari et al., 2013). Enhanced uptake of K+ and/or Ca2+ at the cost of reduced uptake Na+ in the cells of salt stressed plants is considered vital for maintaining high cellular K+/Na+ and Ca+2/Na+ ratios. Significant ameliorative effects of Ca2+ on Na+ toxicity have been reported to improve water transport (Knight et al., 1997), and growth of plants (White and Broadley, 2003).


  Protein Pattern


  The results of the present work showed appearance of new protein bands in faba bean plants under the effect of salinity stress and/ or melatonin treatments (Table 5 and Fig. 1). The most important mechanism involved in cell protection against salt stress is the induction of de novo synthetic protein groups (Kermode, 1997). These stress proteins may provide a storage form of nitrogen that may be re-utilized when stress is over (Badr et al., 1998). It is suggested that these new proteins may play an important role in triggering a special system that help the whole plant against salinity stress. These proteins may have an osmoprotection function (Dure, 1993) or protecting cellular structures (Close and Lammers, 1993). Shukry and El Bassiouny (2002) reported that salinization induced de novo synthesis of some salt responsive proteins of Vicia faba seeds during germination and the salt responsive proteins might be osmotin, dehydrin and ubiquitin.


  Moreover, the melatonin- induced new protein bands, shown in the present work, might be attributed to the synthesis of new polypeptides or might represent degradative product(s) of proteins due to the effect of hydrolytic enzymes on high molecular weight proteins. This assumption might be reinforced by that of Posmyk et al. (2009) who reported that although melatonin protected membrane structure against peroxidation during chilling, excessive melatonin levels (∼4 μg/g fresh weight) in cucumber seeds provoked oxidative changes in proteins.


  CONCLUSION


  It could be concluded that melatonin treatments (100 mM and 500 mM) improved growth parameters, relative water content, photosynthetic pigments, total carbohydrate, total phenolic content, indole acetic acid, K+,Ca+2 and reduced the levels of compatible solutes, Na+ and Cl- contents in leaf tissues of faba bean plants irrigated with diluted seawater (3.85 dS/m and 7.69 dS/m). Melatonin at 500 mM had a more pronounced effect in alleviating the adverse effects of the two salinity levels on the performance of faba bean plants than 100 mM melatonin.
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  RESUMEN


  Existen varios protocolos de regeneración de plantas vía embriogénesis somática de Sorghum bicolor (L.) Moench, sin embargo los porcentajes de formación de callos con estructuras embriogénicas y regeneración de plantas son bajos. Es por ello que esta investigación tuvo como objetivo generar embriones somáticos en sorgo rojo variedad CIAP 132-R. Se ensayaron diferentes concentraciones de 2,4-D para la formación de callos, así como tres concentraciones de ácido ascórbico para eliminar la exudación de compuestos fenólicos por el explante. También para la formación de los embriones somáticos a partir de los callos se evaluaron diferentes concentraciones de 2,4-D y 6-BAP. El mayor porcentaje de formación de callos (57,5 %) se alcanzó con 18,1 µM de 2,4-D. Con la adición al medio de cultivo de 50,0 mg.l-1 de ácido ascórbico fue posible eliminar los compuestos fenólicos en el explante y en el medio de cultivo, además permitió incrementar el porcentaje de formación de callos con estructuras embriogénicas hasta un 95 %. El número mayor de embriones somáticos por callo se alcanzó en el medio de cultivo con concentraciones de 4,52 µM de 2,4- D, combinada con 2,22 µM de 6-BAP. Por primera vez, se logró la formación eficiente de embriones somáticos a partir de los callos obtenidos de semillas inmaduras germinadas como explante inicial en la variedad CIAP 132-R.


  Palabras clave: 2,4-Diclorofenoxiacético, 6-Bencilaminopurina, callos, embriogénesis somática, sorgo.

  


  ABSTRACT


  Several protocols of plant regeneration via somatic embryogenesis from Sorghum bicolor (L.) Moench have been development, however the percentage of calluses with embryogenic structures and plant regeneration are low. Therefore this study aimed to generate somatic embryos in red sorghum variety CIAP 132-R. Different concentrations of 2,4-D for callus formation, and three concentrations of ascorbic acid to remove phenolics exudation were assayed by explant. For the formation of embryos different concentrations of 2,4-D and 6-BAP were evaluated. The highest percentage of callus formation (57.5 %) was achieved with 18.1 µM 2,4-D. With the addition to the culture medium of 50.0 mg.l-1 of ascorbic acid was possible to eliminate the phenolic compounds in the explant and in the culture medium; also it allows increasing the percentage of calluses with embryogenic structures up to 95 %. The highest number of somatic embryos per callus was achieved with a reduction in the culture medium of 2,4-D to 4.52 µM in combination with 2.22 µM 6-BAP. For the first time, the efficiency of somatic embryo formation was obtained from the freshly germinated sprouts of immature seeds as initial explant CIAP 132-R.


  Keywords: 2,4-Diclorofenoxiacetic, 6-Benzylaminopurine, callus, somatic embryogenesis, sorghum.

  


  INTRODUCCIÓN


  El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] es un cereal de gran importancia en las zonas semiáridas tropical y subtropical de África, India y China, donde persisten la sequía y altas temperaturas, y abundan los suelos pobres en nutrientes (O´Kennedy et al., 2006). Es una planta de metabolismo C-4 con alta eficiencia fotosintética, lo que le permite adaptarse bien a un entorno agroecológico cálido y seco en el que es difícil cultivar otros cereales (Liu et al., 2009). Se utiliza en la alimentación animal y humana, producción de fibra y es un excelente recurso para la producción de etanol, por su alto contenido de azúcares (Henry, 2010). Su cultivo se ha generalizado, ocupando el quinto lugar entre todos los cereales y la sexta especie más sembrada (Zhao et al., 2010). La necesidad mundial de aumentar de manera sostenible la producción de cereales como alternativa para contribuir a la seguridad alimentaria y cubrir las necesidades crecientes de los pueblos, ha propiciado que los productores busquen mayores rendimientos en las áreas improductivas, con el uso de especies que se adapten a esas condiciones (Díaz, 2008).


  La variedad de sorgo de grano rojo CIAP 132-R ha sido evaluada en condiciones de campo y se encuentra en fase de generalización. Sin embargo, su producción está limitada por el ataque de aves, enfermedades y plagas postcosecha (Pérez et al., 2010) y por el alto contenido de taninos que afecta la calidad y cantidad de proteína en el grano, así como la composición de aminoácidos (Jaramillo et al., 1993).


  Estas características que limitan los diferentes fines de uso de este cultivo necesitan de un programa de mejoramiento genético, donde los métodos tradicionales se encuentran limitados por los largos períodos de selección, la complejidad del carácter a mejorar y la influencia del medio ambiente. El uso de la biotecnología y específicamente la transformación genética, facilita el mejoramiento de la calidad de la proteína del grano (Zhao et al., 2000). El sorgo ha sido caracterizado dentro de las monocotiledóneas como una de las especies más recalcitrante en cultivo in vitro y para la transformación genética (Maheswari et al., 2006).


  Los primeros trabajos para la regeneración de plantas vía embriogénesis somática indirecta fueron realizados por Thomas et al. (1977) y Gamborg et al. (1977). Para la formación de callos en sorgo se han empleado varios tipos de explantes: inflorescencias inmaduras (Jogeswar et al., 2007), yemas apicales (Maheswari et al., 2006), embriones cigóticos inmaduros (Gupta et al., 2006), y embriones cigóticos maduros (Zhao et al., 2008; Zhao et al., 2010); no obstante, con ninguno de estos explantes se ha logrado un alto porcentaje de formación de callos con estructuras embriogénicas y regeneración de plantas.


  A pesar de existir referencias en la literatura científica sobre la formación de embriones somáticos en este cultivo, se ha demostrado que es genotipo dependiente, presenta alta fenolización en la formación de callos y los porcentajes de regeneración de plantas son bajos. En este sentido, lograr la formación de embriones somáticos en la variedad garantizaría disponer de material vegetal para trabajos de mejoramiento genético.


  El presente trabajo tuvo como objetivo formar embriones somáticos a partir de callos de semillas inmaduras de sorgo rojo variedad CIAP 132-R. Este constituye primera referencia de la obtención de embriones somáticos de esta variedad de sorgo rojo empleando como explantes inicial semillas inmaduras.


  MATERIALES Y METODOS


  Se empleó como material inicial semillas inmaduras de sorgo (sorgo rojo) variedad CIAP 132-R, del banco de plantas donantes de la Fase de Aclimatización del Instituto de Biotecnología de las Plantas de la Universidad Central "Marta Abreu" de Las Villas, en la ciudad de Santa Clara, Cuba. Estas plantas donantes crecieron en condiciones semicontroladas y sus panículas fueron cubiertas con bolsas de papel encerado a partir de su emisión (Fig. 1A).


  [image: ]


  Los medios de cultivo utilizados se especifican en cada experimento. El pH de los diferentes medios de cultivo fue ajustado a 5,7 con NaOH (0,1N) y HCl (0,1N) antes de la esterilización en autoclave a una temperatura de 121oC y 1,2 Kg.cm-2 de presión, durante 20 minutos. Como agente gelificante se utilizó 8,0 g.l-1 de Agar Microbiológico extraduro (BIOCEN). Para los experimentos se utilizaron frascos de vidrio de 250 ml de capacidad total y se añadieron 30 ml de medio de cultivo por frasco de cultivo.


  La manipulación de los explantes se llevó acabo en cabina de flujo laminar horizontal. El instrumental (pinzas y bisturíes) fue desinfectado con una solución de NaClO 1,0 % (v/v) durante 15 minutos.


  Las semillas inmaduras fueron lavadas con agua potable y detergente comercial, posteriormente se lavaron nuevamente y se colocaron en frascos de vidrio estériles de 250 ml. 50 semillas por frasco se desinfectaron en 200 ml de etanol 70 % (v/v) por un minuto, se desechó este desinfectante y se añadió una solución de NaClO al 3 % con dos gotas de Tween-80 por cada 1000 ml por 20 minutos en un agitador orbital (RETOMED) a 180 rpm. Transcurrido este tiempo se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril en cabina de flujo laminar y se sumergieron en una solución estéril de ácido cítrico (50 mg.l-1), hasta ser transferidas a los frascos de cultivo con medio de cultivo para la formación de callo.


  El material vegetal en todos los experimentos, se colocó en una cámara de cultivo a una temperatura de 27 ± 2 ºC y oscuridad constante.


  El diseño experimental empleado fue completamente aleatorizado. El procesamiento estadístico de los datos experimentales se realizó con la ayuda del paquete computacional SPSS versión 18,0 para Windows (Microsoft®). Para la comparación entre los medias se aplicó el test de Kruskal-Wallis (alternativa no paramétrica al Análisis de Varianzas), y para la comparación entre parejas de grupos se utilizó el test de Mann-Whitney con un nivel de significación para p ≤ 0,05.


  Efecto de 2,4-D (ácido 2,4-Diclorofenoxiacético) en la formación de callo


  El experimento se realizó con el objetivo de evaluar el efecto diferentes concentraciones de 2,4-D (9,05; 18,1 y 27,14 µM) en la formación de callos de Sorghum bicolor variedad CIAP 132-R. Las semillas inmaduras se colocaron en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962; MS, marca Duchefa, 4,32 g l-1), vitaminas MS, suplementado con 100 mg l-1 de mio-inositol, 50 mg.l-1 de L-prolina, 3 % de sacarosa. Se utilizó 8 g l-1 de Agar extraduro (BIOCEN) como agente gelificante de los diferentes medios de cultivo empleados para los experimentos.


  Cada tratamiento tuvo 20 réplicas (frascos de cultivo) con cuatro explantes, para un total de 80. A los 60 días se cuantificó el número de explantes que formaron callo, expresado en porcentaje de callos por frasco de cultivo; así como el número de fenolizados. Se realizaron observaciones visuales cada siete días para detectar la presencia de compuestos fenólicos en el medio de cultivo y el explante.


  Efecto del ácido ascórbico sobre la oxidación fenólica durante la formación de callo


  El experimento se realizó con el objetivo de evaluar el efecto diferentes concentraciones de 2,4-D (9,05; 18,1 y 27,14 µM) en la formación de callos de Sorghum bicolor variedad CIAP 132-R. Las semillas inmaduras se colocaron en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (Duchefa) MS (4,32 g L-1), vitaminas MS, suplementado con 100 mg.l-1 de mio-inositol, 50 mg.l-1 de L-prolina, 3 % de sacarosa y 8 g.l-1 de Agar extraduro (BIOCEN).


  Cada tratamiento estuvo compuesto por 20 réplicas (frascos de cultivo) con cuatro explantes cada uno. A los 60 días se cuantificó el número de ellos que formaron callo, expresado en porcentaje de callos por frasco de cultivo; así como el número de estos fenolizados. Se realizaron observaciones visuales cada siete días para detectar la presencia de compuestos fenólicos en el medio de cultivo y el explante.


  Efecto de 2,4-D y 6-BAP (6-bencilaminopurina) en la formación de embriones somáticos


  El experimento se desarrolló con el objetivo de formar embriones somáticos. Se utilizaron callos con cuatro subcultivos de multiplicación. Los callos fueron fragmentados y se colocaron en un medio de cultivo con sales MS, vitaminas MS modificadas con una concentración de tiamina de 0,4 mg.l-1, suplementado con 100 mg.l-1 de mioinositol, 20 mg.l-1 de ácido ascórbico. Se ensayó el efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D (1,11; 2,22; 4,52 µM) y 6-BAP (2,22; 4,44 y 8,88 µM) en la formación y diferenciación de los embriones somáticos. Como control se utilizó un tratamiento sin regulador de crecimiento.


  Se emplearon 20 réplicas (frascos de vidrio) por tratamiento igual que el anterior experimento. En cada frasco de vidrio se colocaron cuatro callos, para un total de 80 por tratamiento. Se efectuaron observaciones periódicas para detectar el momento de aparición de estructuras embriogénicas. Después de 30 días de cultivo se determinó la presencia o no de estructuras embriogénicas en todos los tratamientos y se evaluó el número total de embriones somáticos por tratamiento, el número de embriones somáticos por callo según la etapa de histodiferenciación. Todas las observaciones y conteos se realizaron con un microscopio estereoscópico (OLYMPUS Modelo BHA, Japón).


  RESULTADOS


  Formación de callos en sorgo


  Efecto de 2,4-D


  A partir del tercer día de cultivo, las semillas inmaduras comenzaron a germinar y al mismo tiempo se observó la exudación de compuestos fenólicos alrededor del explante y en el medio de cultivo en todos los tratamientos. Estos influyeron de forma negativa en la germinación de las semillas de la variedad de sorgo rojo CIAP 132-R (Fig. 1B).


  En todas las concentraciones evaluadas de 2,4-D se logró la formación de callos a partir de los brotes originados de las semillas inmaduras germinadas in vitro. Se observó el engrosamiento de la hoja cotiledonal a los 15 días de cultivo y a partir de ellas la formación del callo. A los 60 días se formaron dos tipos de callos, unos compactos, friables, brillantes, de color amarillo y apariencia embriogénica (Fig. 1C) y otros blandos de coloración amarillo crema, no embriogénicos (Fig. 1D).


  La mayor frecuencia de explantes que formaron callo (50 %) se presentó con la concentración de 18,1 µM de 2,4-D, con diferencias significativas respecto al resto de los tratamientos (Tabla I). Durante la formación de callos se observó la formación de compuestos fenólicos en la totalidad de los explantes. También se produjo la exudación de pigmentos de color purpura al medio de cultivo (Fig. 1E).
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  Efecto del ácido ascórbico


  La adición de ácido ascórbico redujo la exudación y oxidación de los compuestos fenólicos en el explante y en el medio de cultivo durante la formación de callo, permitiendo su crecimiento. La mejor concentración fue 50 mg.l-1 (Tabla. II); concentraciones mayores (80 mg.l-1, 100 mg.l-1) tuvieron un efecto inhibitorio.


  [image: ]


  La eliminación de los compuestos fenólicos exudados por los explantes al medio de cultivo, debió aumentar la disponibilidad de los componentes del medio de cultivo para el material vegetal, lo cual pudo influir en este incremento del porcentaje de formación de callos. Además no se observó la presencia de pigmentos de color pardo oscuro en el explante y ni en el medio de cultivo (Fig. 1F).


  La concentraciones de 80 mg.l-1 y 100 mg.l-1 de ácido ascórbico tuvieron un efecto inhibitorio en la formación de callos respecto a la concentración de 50 mg.l-1. Esto pudiera indicar que estas concentraciones tuvieron niveles de toxicidad explante inicial utlizado para la formación del callo.


  Esto resultados indicaron que es necesaria la adición al medio de cultivo de 50 mg.l-1 ácido ascórbico para disminuir la exudación de compuestos fenólicos por los explantes al medio de cultivo y lograr incrementar el porcentaje de formación de callos.


  Influencia de 2,4-D y 6-BAP en la formación de embriones somáticos


  A los 30 días de cultivo en varios de los tratamientos se observó la formación de embriones en diferentes etapas de histodiferenciación (Tabla 3). Se obtuvo una embriogénesis somática de baja frecuencia (ESBF) (Fig. 2A). Esta se caracterizó por embriones somáticos en diferentes etapas: globular de forma redondeada, color blanco, traslúcidos (Fig. 2B), escutelar (Fig. 2C) y coleoptilar (Fig. 2D). Estos se presentaron de forma aislada o en grupos en la superficie de los callos.
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  El mayor promedio de embriones somáticos por callos (14) en esta variedad se logró en el tratamiento 14, en el cual se le adicionó al medio de cultivo 4,52 µM de 2,4-D, combinada con 2,22 µM de 6-BAP (Fig. 3). Este tratamiento fue significativamente superior al resto de los tratamientos no solo en cuanto número total embriones somáticos por callo, sino que fue el único tratamiento donde se formaron embriones somáticos en la tres etapas de histodiferenciación (globular, escutelar y coleoptilar). La mayoría de los embriones en el tratamiento antes mencionado se encontraban en etapa globular y escutelar. En los tratamientos del 1 al 10 en los cuales se corresponden a las combinaciones de 2,4-D y 6-BAP de las concentraciones más bajas, no se formaron embriones somáticos. En los tratamientos en que se adicionó 1.11 µM de 2,4-D combinado con las concentraciones más bajas de 6-BAP (2,22 y 4,44 µM) se formaron raíces adventicias (Fig. 4E).
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  DISCUSIÓN


  En la formación de callos con estructuras embriogénicas se emplean diferentes reguladores de crecimiento, sin embargo el 2,4-D es la auxina más empleada con este propósito en los cereales (Vikrant y Rashid, 2003). En sorgo, diferentes protocolos refieren el empleo esta auxina para formar callos con estructuras embriogénicas. Por ejemplo, Zhao et al., (2010) lograron los mayores porcentajes de formación de callos con estructuras embriogénicas en las variedades de sorgo Yuantian No1 (57 %) y M81E (74 %) cultivando embriones cigóticos maduros en las sales MS con 18,1 µM de 2,4-D. Por su parte Pola et al. (2008) lograron entre 40 a 84 % de formación de callos con estructuras embriogénicas en seis variedades de sorgo con 9,05 µM de 2,4-D combinado con 2,32 µM de kinetina. En el presente trabajo se le añadió al medio de cultivo de formación de callos diferentes concentraciones de 2,4-D. La adición exógena de este regulador de crecimiento estimuló la formación de callos para esta variedad y este tipo de explante. Los mayores porcentajes de formación de callos con estructuras con estructuras embriogénicas se logró con 18,1 µM de 2,4-D en el medio de cultivo de este regulador de crecimiento.


  Es conocido que la toxicidad in vitro de los exudados fenólicos está en relación con el incremento en la producción de estos compuestos ya que estos son oxidados para formar quinonas, debido a la actividad de enzimas oxidativas y posteriormente polimerizados (Tabiyeh et al., 2006).


  Los resultados en el incrementó el porcentaje de formación de callo con la concentración adecuada de esté antioxidante (50 mg.l-1) para la variedad estudiada y el tipo de explante utilizado, pudiera estar dado por la eliminación de las sustancias oxidantes y una mayor disponibilidad de los nutrientes presentes en el medio de cultivo. Además, este agente reductor está implicado en los procesos de división y el alargamiento celular (de Pinto et al., 1999). Se conoce el efecto de las hormonas endógenas presentes en los tejidos vegetales en los procesos de división y alargamiento celular. Según Vasar (2004) los agentes antioxidantes tienen efectos beneficiosos en la protección antioxidante de las hormonas endógenas presentes en los explantes, responsables de los procesos celulares antes mencionados.


  Al respecto autores como Zhu et al. (1998) y Raghuwanshi y Birch (2010) refieren que el principal problema descrito en los diferentes protocolos de cultivo in vitro en sorgo es la excesiva producción de compuestos fenólicos, que afectan la formación de callos y regeneración de plantas.


  La adición de antioxidantes al medio de cultivo ha sido eficaz en la prevención de la oxidación, con un aumento en la eficiencia de regeneración de brotes (Farooq et al., 2002). Por su parte Baskaran y Jayabalan (2005) evitaron la aparición de la oxidación fenólica con la incorporación al medio de cultivo de ácido ascórbico (30 mg.l-1) y agua de coco (5 %); así lograron una alta frecuencia de regeneración en los genotipos de sorgo K8 y K5. Otros autores como Zhao et al., (2010), eliminaron la oxidación fenólica durante la formación de callos en las variedades de sorgo Yuantian No1 y M81E con concentraciones de 10 mg.l-1de este antioxidante.


  En este trabajo, se observó la secreción de compuestos fenólicos al medio de cultivo, alrededor del explante, lo que incrementó la mortalidad de las semillas inmaduras empleadas como explante inicial e influyó de forma negativa en la formación de callo al impedir la germinación de estas. Por ello para eliminar el efecto negativo de los compuesto fenólicos se le adicionó ácido ascórbico al medio de cultivo. Con el ácido ascórbico 50 mg.l-1 se logró una reducción significativa de la oxidación fenólica y se incrementó el porcentaje de formación de callo hasta un 95 %.


  Existen en la literatura científica referencia de varios protocolos de regeneración de plantas vía embriogénesis somática en sorgo (Zhao et al., 2010). Sin embargo, es limitada la información que en ellos aparecen acerca del proceso de formación de embriones somáticos y la descripción de las diferentes etapas de histodiferenciación. En la regeneración de plantas por esta vía se emplean diferentes reguladores de crecimiento (auxinas y citoquininas), pero el tipo y concentración que se han utilizado en los diferentes protocolos de regeneración de plantas son variados. La combinación de bajas concentraciones de 2,4-D y 6-BAP estimularon la formación de embriones somáticos en sorgo variedad CIAP 132-R. La reducción de las concentraciones de 2,4-D en el medio de cultivo es utilizado para la obtención de embriones somáticos en la mayoría de los cultivos de especies monocotiledóneas, fundamentalmente en las Poaceas. En este estudio la reducción de la concentración de 2,4-D de 18,1 a 4,52 µM y la adición de 6-BAP (2,22 µM) al medio de cultivo, estimuló la formación de embriones somáticos. En este caso el balance auxina / citoquininas en los tratamientos del uno al diez, no fue suficiente para la formación de embriones somáticos por lo que se produjo la formación de raíces.


  En condiciones experimentales las células embriogénicas se desarrollan y expresan su potencial embriogénico. La fase de formación y diferenciación de los embriones es crucial, aquí se determinan y especifican los patrones de polaridad del eje apical-basal para el desarrollo de los ápices caulinar y radicular del embrión somático (Souter y Lindsey, 2000).


  Como ha sido descrito por varios autores, las citoquininas adicionadas al medio de cultivo pueden influir en la formación y diferenciación de los embriones somáticos. Sobre esto, George (1996) señaló que las citoquininas promueven el desarrollo de los embriones somáticos preformados. Estos reguladores del crecimiento actúan como un estímulo y son requeridos para mantener la división celular y además están involucradas en promover la transición de las células indiferenciadas hacia la diferenciación (del Pozo et al., 2005).


  El 2,4-D en concentraciones bajas ha sido el regulador del crecimiento más estudiado para la formación de callos con estructuras embriogénicas en los cereales (Manjula et al., 2000 y Bi et al., 2007). Pola et al. (2008) obtuvieron una alta frecuencia de callos con estructuras embriogénicas (84 %) cuando emplearon 9,05 µM de 2,4-D. Sin embargo, al combinar esta auxina con otra citoquinina como la kinetina (2,32 µM) lograron el mayor porcentajes de formación de callos con estructuras embriogénicas (100 %).


  En sorgo Da Costa et al. (2002) y Muñoz (2003) adicionaron 6-BAP en los medios de cultivo para la formación embriones somáticos, logrando con 4.44 µM el mayor número de embriones somáticos por callo. Otros autores como Gupta et al. (2006), Maheswari et al. (2006), Pola y Mani (2006) también observaron el efecto estimulante de la combinación de auxina y citoquinina en la formación de callos con estructuras embriogénicas.


  Los resultados del presente ensayo evidenciaron que la combinación del 2,4-D y de 6-BAP en el medio de cultivo en bajas concentraciones favoreció el proceso de formación y diferenciación de embriones somáticos a partir de callos con estructuras embriogénicas en sorgo variedad CIAP 132-R.


  CONCLUSIONES


  Se logró la formación de callos a partir de hojas cotiledonales de semillas inmaduras de sorgo rojo, variedad CIAP 132-R. La alta eficiencia en la formación de callos con estructuras embriogénicas fue estimulada por la concentración de 2,4-D, el efecto antioxidante del ácido ascórbico y el tipo de explante utilizado como material inicial. La adición de reguladores de crecimiento al medio de cultivo favoreció la formación de embriones somáticos. La bajas concentraciones en el balance auxina / citoquinina exógena, incrementó la formación de embriones somáticos.
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  ABSTRACT


  The first Colombian record of Ocyochterus, expanding the previously known distributional range of the genus. Additionally, records of two species of Ochterus from Costa Rica are provided. The material examined is deposited at the Zoological Museum of the University of Costa Rica (MZUCR), San José, Costa Rica.


  Keywords: Nepomorpha, Heteroptera, Central America, Colombia, velvety shore bugs.

  


  RESUMEN


  Se registra por primera vez Ocyochterus para Colombia, con lo cual se expande el rango de distribución conocido hasta el momento. Además, se proveen registros para dos especies de Ochterus en Costa Rica. El material examinado se encuentra depositado en el Museo de Zoología de la Universidad de Costa Rica (MZUCR), San José, Costa Rica.


  Palabras clave: Nepomorpha, Heteroptera, Centroamérica, Colombia, chinches acuáticos.

  


  The family Ochteridae consists of the genera, Megochterus Jaczewski, 1934 from Australia, Ocyochterus Drake and Gómez-Menor, 1954 from South America and the cosmopolitan Ochterus Latreille, 1807 (Menke, 1979; Cordeiro et al., 2014). The latter is represented in the Western Hemisphere by 17 species described (Schell 1943; Drake 1952; Nieser and Chen 1992; Heckman 2011; Cordeiro et al., 2014) with only five species recorded in the Central American region (Champion, 1901; Schell, 1943; Drake, 1952; Nieser and Chen, 1992; Cordeiro et al., 2014). The genus Ocyochterus is monospecific, with Ocyochterus victor (Bolívar, 1879) being the only species so far described (Schell, 1943).


  The presence of Ocyochterus victor is herein reported for Colombia, being the first record of this species outside Ecuador. Identification was made using information presented by Montandon (1898), Drake and Gómez-Menor (1954) and Schell (1943). One female specimen was found during a revision of the material deposited at the Entomological Collection of the Zoological Museum of the University of Costa Rica (MZUCR).


  Additionally, other distributional records from Costa Rica are provided for Ochterus viridifrons (Champion, 1901) and Ochterus manni Hungerford (1927). The distribution of both species within Costa Rica was mentioned by Schell (1943), Drake (1952) and Cianferoni (2012) without specific localities, except for Schell (1943) who provides records of O. viridifrons from San José. Precise distributional records are herein given for both species. This other material was identified with the information provided by Champion (1901), Schell (1943) and Cianferoni (2012).


  Material examined


  Ocyochterus victor (Bolívar, 1879) (Fig. 1)


  [image: ]


  COLOMBIA, Nariño, La Planada, 1800 m.a.s.l., 9 Km south of Ricaurte. VI-1991. Col. W. Eberhard, 1♀ (dry collection, MZUCR)


  Ochterus viridifrons (Champion, 1901) (Fig. 1)


  COSTA RICA. Guanacaste, Bagaces, Llanos de Cortés Waterfalls, [10°31'28.84"N; 85°17'54.70"W, 85 m.a.s.l.] XII.2012. Col. Herrera & M. González, 2♂, 1♀, 3 nymphs (wet collection, MZUCR). Limón: Pocora Sur, Argentina, Río Dos Novillos, 400 m.a.s.l., 20.VI.2009. Col. Herrera, 1♀ (dry collection, MZUCR)


  Ochterus manni (Hungerford, 1927) (Fig. 1-2)


  [image: ]


  COSTA RICA. Heredia, La Virgen de Sarapiquí, La Tirimbina Biological Reserve, Tirimbina river, 250 m NE of the Secondary Station, [10°24'9.76"N; 84°06'23.62"W, 197 m.a.s.l.] VII.2012. Col. Herrera, 3♂, 2♀ (MZUCR). San José, San Pedro, 1200 m.a.s.l., 12.VII.2006. Col. A. Rojas, 1♀ (dry collection, MZUCR).


  The female specimen at hand, has one hemelytron missing except for the clavus, is definitely a representative of the genus Ocyochterus, but if males from the same region are found and show different shape of genitalia, it might indicate the existence of a second species of the genus. This finding expands the range of the genus outside Ecuador where it was considered as endemic.
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  ABSTRACT


  We report the presence of persistent blooms of Chaetomorpha linum in San Andres island, Southwestern Caribbean, during the year 2013.


  Keywords: blooms, Chaetomorpha linum, Colombia.

  


  RESUMEN


  Reportamos la presencia de florecimientos persistentes del alga verde Chaetomorpha linum en la isla de San Andrés, Caribe suroccidental.


  Palabras clave: Chaetomorpha linum, Colombia, florecimientos.

  


  Excessive biomass of macroalgae is a common symptom of nutrient enrichment in seagrass and coral reef ecosystems, and their frequency has increased over the last decades (Lapointe et al., 2004; Smith et al., 2005). Macroalgal blooms can physically overgrow seagrasses and adult corals, inhibit recruitment of juvenile corals, reduce light availability, lead to hypoxia and/or anoxia, and result in greatly diminished fisheries and biological diversity (Lapointe et al., 2004, Thomsen and Wernberg 2009; Rasmussen et al., 2012).


  Because of these detrimental effects, excessive biomass of macroalgae is considered Harmful Algal Blooms (ECOHAB, 1995).


  These ephemeral blooms usually involve one or more species of early successional, opportunistic green algae, belonging to the genera Ulva, Chaetomorpha or Cladophora (Smith et al., 2005).


  In the Caribbean, recurrent blooms of the green algal species Chaetomorpha linum have been reported in Jamaica, overgrowing the fore reef communities on fringing reefs in the Negril Marine Park, and on seagrass beds in the Florida Keys (Lapointe et al., 2004). These blooms have been attributed to nitrogen enrichment of the coastal waters, due to land inputs from sewage or agricultural runoff (Linton and Warner 2003; Lapointe et al., 2004; Thomsen and Wernberg, 2009). In Jamaica, blooms of Chaetomorpha linum normally occur during the summer months, and Lapointe et al., (1999) attribute these blooms to -groundwater NO3 enrichment of the fore reef.


  San Andres island is part of the International Biosphere Reserve Seaflower in the Southwestern Caribbean, and, with a resident population of 70069 habitants (DANE, 2011), equivalent to 2802.76 hab/km2, it is one of the most populated island in the Caribbean (Díaz et al., 1996); furthermore, the tourist affluence is high and constant throughout the year, increasing the anthropogenic pressure on the coastal ecosystems nearshore. The sewage system covers only 8% of the resident population (SIGAM/CORALINA, 2004), without any treatment prior to its disposal into the ocean. The great majority of the population wastewater is disposed in septic tanks, but its leaking is impacting heavily its nearshore waters and ecosystems (Marín and Cadavid, 2001).


  From February to May 2013, and again from September to October of the same year, San Andres experienced unusual blooms of a filamentous green alga, identified as Chaetomorpha linum (Fig. 1). The alga presented the typical appearance of the species (Littler and Littler, 2000) with filaments up to 50 cm long. Chaetomorpha smothered seagrass beds (Fig. 2) before being washed ashore (Fig. 3). The alga formed large mats or "pillows" with sediment trapped in it (Fig. 2, arrows), which attached and moved upon seagrass for days, before ending on the beaches. The sediment-coated mats (Fig. 2) may have a scouring effect on seagrass leaves. The algae were not floating on the surface, but they were always found tumbling along the substrate, sometimes attaching to seagrass leaves and shoots; this behavior has already been reported, for the species, in other locations (Flindt et al., 2007). These mats, beside the scouring effect, reduce light availability for seagrass shoots (Krause-Jensen et al., 1996; McGlathery, 2001), increase the sediment organic matter load, inducing the risk of anoxia and sulfide intrusion into meristematic areas of segrasses, therefore restricting seagrass growth (Nelson and Lee, 2001; Thomsen and Wernberg, 2009; Han and Liu, 2014). On the adjacent coral reefs, the presence of the mats was not observed.
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  In Jamaica, the first observed macroalgal blooms in shallow coastal waters were mainly due to Chaetomorpha linum, which smothered coral reefs and seagrass beds (Lapointe and Thacker, 2002). According to Lapointe et al., (2011) green tides composed of Chaetomorpha linum expanded in areas most influenced by sewage discharge.


  Although we did not pursue water analysis on nutrient content, it is probable that the progressive nutriphication of the coastal waters of the island, which has been in act for at least the past 15 years (Gavio et al., 2010) is responsible for these conspicuous blooms. Eutrophication of shallow coastal bays typically causes a shift in dominance from seagrasses and perennial macroalgae to ephemeral, bloomforming algae (McGlathery et al., 2007).


  In order to avoid the appearance of these blooms in the future and its negative effects on the nearshore ecosystems, it is urgent to improve the management of wastewater discharge and reduce the nutrient input on the coastal waters.
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Tabla 1. Frecuencias totales de induccién para secciones foliares.
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Table 1. Number of nests of P. setubsrculata by beach for 2011
and 2012t Erepecu Lake (REBIO-Trombetas). Data for 2011, were
ecorded by local people (Bemhard stal, 2012).
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‘Tabla 1. Comportamiento de las vasiables fiicoquimicas en los cafos Mateguadua y Caibe para 1993 y 2007 (datos promedic de cada afo).
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Fig. 4. Microbial dry mass (mg) as a function of the type of RP
used. The bars represent standard error. The columns with different
letters showed significant differences among them based on the
Duncan multiple range tast (p < 0.05).
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Fig. 2. Concentration of soluble P (mg L") as a function of the type
of RP used and the individual and combined inaculations (As: A. niger,
Ac actinomycete; B: Bacillus sp.; Pn: Penicllum sp.). The bars represent
scandard error. The columns with the asterisk (*) indicate significant
differences in this concentration between the different RP, based on
the inoculation given (minimum significant difference according to
Fisher, p < 0.05).
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Tabla 2. Lista de estudios evaluando comunidades de mamiferos temestres en la Cordillera Oriental de los Andes colombianos. Los métodos.
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Tabla 2. Resultados de la prucba de sobrevivencia de Kaplan Meier por factor
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Figura 1. Muescras de ARN. Se presenca a caidad de ARN de asdiferences muesiras de s cinco variedades evaluadas.
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‘Table 3. Effect of ascorbic acid and &-tocopherol on nucleic acid contents (DNA and RNA mg/ 100 dry wt)in flax cultivars grown under salinty
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Tabla 2. Frecuencias totales de induccidn para segmentos
cotiedonsres
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Figure 3 Chactomorpha linum washed ashore. Spratt Bight, San Andres island, Colombia, May 10th 2013
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Tabla 1. Ltz de s gesneriacas presentes en ¢l departamento del Quindic, consu hioitat, distrioucion altitudinal y ejemplar de referencia.
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