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  RESUMEN


  En los Andes tropicales, el límite altitudinal de los bosques corresponde a una compleja zona de transición entre el bosque paramero y el páramo andino. En el límite inferior de esta zona ocurre a su vez una transición gradual entre el bosque y las selvas nubladas. La ordenación del territorio en estos ecosistemas se ha convertido en un tema prioritario en virtud de la creciente amenaza que representan para su conservación las actividades agropecuarias y la minería. En este trabajo se revisaron las investigaciones realizadas en la Cordillera de Mérida (Venezuela) sobre los cambios en la estructura, diversidad y respuesta a disturbios de la vegetación a lo largo del ecotono bosque-páramo. Los resultados de estas investigaciones documentan la alta riqueza de especies y formas de vida que caracterizan la vegetación del ecotono, así como una alta tasa de recambio de especies a lo largo del gradiente de elevación. Así mismo, estudios sobre la dinámica sucesional de la vegetación en áreas intervenidas por la agricultura en diferentes posiciones a lo largo de la transición, indican que las leñosas del bosque muestran una capacidad mucho menor de colonización de las áreas perturbadas que las especies dominantes del páramo. Con base en la evidencia disponible, se discuten elementos estructurales que pueden servir de base para la delimitación de los ecosistemas presentes en la zona de transición y se enfatiza la necesidad de diseñar estrategias de conservación y restauración asistida que partan de interpretar el ecotono bosque-páramo como una unidad dinámica integrada.


  Palabras clave: Andes tropicales, cambio climático, disturbio agrícola, formas de vida, gradiente altitudinal, sucesión secundaria.

  


  ABSTRACT


  In the tropical Andes, the mountain treeline corresponds to a complex transition zone between páramo forests and páramos. In the lower limit of this ecotone there is a more or less gradual transition between mountain cloud forests and páramo forests. Land planning in these ecosystems has become a highly topical subject given the growing threat for conservation generated by agricultural and mining activities. In this paper we review the research carried out in the Cordillera de Mérida (Venezuela) on the changes in vegetation structure, diversity and response to disturbance along the forest-páramo transition zone. The results of these studies document the high species and life form richness which characterize the ecotone vegetation, as well as a high rate of species turnover (beta diversity) along the elevation gradient. Studies on elevation changes in vegetation successional dynamics in plots disturbed by agriculture at different altitudes along the transition zone indicate that forest woody species have a lower capacity to colonize disturbed areas than dominant páramo species, a process that results in forests patches with a paramo physiognomy. On the basis of the available evidence, the structural elements that could be used for delimiting the different ecosystems present along transition zone are discussed, emphasizing the need to design conservation and restoration strategies which interpret the forest-páramo ecotone as a dynamic and integrated system.


  Keywords: agricultural disturbance, climate change, elevation gradient, life forms, secondary succession, tropical Andes.

  


  INTRODUCCIÓN


  El interés por el estudio del límite altitudinal montano de los bosques tiene una larga tradición entre los naturalistas, botánicos y ecólogos (Humboldt y Bonpland, 1807; Brockmann-Jerosch, 1919; Cuatrecasas, 1934; Troll, 1973; Acosta-Solís, 1984; Vareschi, 1992). Entender los factores que regulan la posición altitudinal y dinámica de este conspicuo ecotono entre la vegetación de los bosques montanos y la vegetación abierta de las zonas alpinas, podría de hecho considerarse una de las "pruebas de fuego" que enfrenta la ecología. En el caso de los Andes Tropicales, la delimitación de la altitud y distribución espacial de la zona de transición bosque-páramo se ha convertido además en un tema muy polémico, ya que en casos como el de Colombia y Ecuador, se ha desarrollado legislación que protege explícitamente a los páramos de diferentes actividades antrópicas y especialmente, de la creciente amenaza de la minería (ej. el Código de Minas de Colombia).


  El objetivo del presente trabajo es presentar una revisión de las investigaciones realizadas en la Cordillera de Mérida, en los Andes de Venezuela, sobre la estructura y dinámica de la vegetación en la zona de transición bosque-páramo. En primer lugar se presenta una discusión de carácter más general sobre la definición de la zona de transición y los ecosistemas que la conforman en los Andes Tropicales del Norte (Venezuela, Colombia y Ecuador), analizando los principales procesos que influencian su posición altitudinal y dinámica. En segundo lugar, se revisan las investigaciones realizadas sobre los patrones en la estructura y diversidad de la vegetación a lo largo de la zona de transición en Venezuela. Luego, se discute la evidencia sobre los cambios en la dinámica de la vegetación a lo largo del ecotono bosque-páramo en Venezuela, contrastando la respuesta en zonas no intervenidas y áreas en sucesión secundaria post-agrícola. Finalmente, se discuten las implicaciones de estas investigaciones sobre la estructura y dinámica de la transición bosque-páramo para el diseño de estrategias de conservación, gestión y restauración ecológica en los altos Andes tropicales.


  Definiciones: tipología de la vegetación de la transición bosque-páramo


  Existen muchas definiciones y conceptos en la literatura asociados al límite altitudinal del bosque y de los árboles en zonas montanas a nivel global (conocidos en la literatura en inglés como "forest line" y "treeline", respectivamente, Körner y Paulsen, 2004). En el caso de los Andes tropicales, se consideró apropiado utilizar la interpretación propuesta por Bader et al. (2007a), entendiendo el ecotono como una zona compleja de transición entre los bosques de la alta montaña tropical y los páramos, con lenguas e islas de bosques que se interdigitan con la vegetación de porte más bajo de los páramos (Ramírez et al., 2009; Fig. 1).


  Estructura y dinámica de la vegetación del ecotono bosque-páramo


  [image: ]


  Los bosques de la zona de transición se conocen en Venezuela como bosques parameros (Monasterio 1980a) y en Colombia y Ecuador como subpáramos (Cuatrecasas, 1934; Cuatrecasas, 1958). El estrato superior de estos bosques está dominado por arbustos altos y árboles pequeños o arbolitos, generalmente con un porte menor a los 10 m. De hecho, a lo largo de la banda altitudinal de los bosques parameros o subpáramos se observa en muchos casos una disminución progresiva de la altura máxima de las leñosas (lo que en la literatura alpina se conoce como "elfin forests" o "krummhol", (Körner, 2012)). Partiendo de esta observación, Cleef (1981) dividió al subpáramo en dos cinturones: el subpáramo superior dominado por arbustos enanos y el subpáramo inferior dominado por arbustos altos y arbolitos.


  En el límite altitudinal inferior del ecotono ocurre a su vez una transición más o menos gradual entre el bosque paramero continuo y las selvas altoandinas (Fig. 1). Estas selvas se conocen generalmente en Venezuela como selvas nubladas o de neblina (Vareschi, 1992) y en Colombia y Ecuador como bosques altoandinos (Cuatrecasas, 1958; Acosta-Solis, 1984). El estrato superior de la selva nublada está dominado por árboles de porte aslto (entre 20 y 40 m). Las selvas nubladas están generalmente ubicadas en las vertientes húmedas de los Andes y se caracterizan por una alta frecuencia de neblinas y nubes bajas. Sin embargo, en el caso de las vertientes más secas asociadas a bolsones secos interandinos, el límite inferior de la zona de transición es entre el bosque paramero y diferentes formaciones de bosques estacionalmente secos (Ataroff, 2003; Suárez y Chacón-Moreno, 2011).


  Por otro lado, el límite superior del ecotono corresponde a la zona donde pequeñas islas de bosque paramero se encuentran insertas en diferentes comunidades de páramo andino (Monasterio, 1980a, Fig. 1), al que Cuatrecasas (1958) denomina páramo propiamente dicho. Entre los tipos fisionómicos de páramo andino más comunes en la zona de transición se encuentran arbustales parameros, rosetales-arbustales y diferentes tipos de pajonales. Los páramos bajos de la transición se caracterizan por la presencia de gramíneas en macolla, rosetas caulescentes, arbustos esclerófilos enanos y hierbas no graminoides; sin embargo, pueden observarse en muchos casos, como elementos dispersos, arbolitos y arbustos altos de varias especies del bosque, incluyendo géneros como Diplostephium, Gynoxis y Buddleja (Luteyn, 1999).


  Finalmente, por encima de la zona de la transición entre el bosque continuo y el páramo, alcanzando altitudes que pueden variar entre los 3500 y más de 4200 m s.n.m., se encuentran en algunos casos pequeños bosques aislados de Polylepis. Estos bosquetes están generalmente inmersos en la matriz del páramo andino, siendo posible encontrarlos también en zonas a mayor elevación en el páramo altoandino (Monasterio, 1980a) o superpáramo (Cuatrecasas, 1958, Fig. 1); los bosquetes de Polylepis están frecuentemente asociados a "refugios post-glaciales" con condiciones ambientales muy particulares: sobre laderas y escarpes con bloques de rocas, bordes de lagunas parameras, etc. (Monasterio, 1980a). Estos bosques son muy relevantes en el contexto del estudio de las estrategias adaptativas que permiten a los árboles sobrevivir a grandes elevaciones (ej. Rada et al., 1996; Rada et al., 2011). Sin embargo, deben ser distinguidos claramente de los bosques parameros de la zona de transición, ya que tienden a aparecer como parches aislados más o menos distantes del límite forestal continuo y presentan un composición de leñosas diferente y menos diversa, aun cuando pueden compartir algunos elementos arbustivos (Vareschi, 1992).


  Factores que influencian la elevación y dinámica de la transición bosque-páramo


  A nivel global, la posición altitudinal del límite del bosque ha sido vinculada con limitaciones térmicas para el crecimiento de los árboles (Körner y Paulsen, 2004). Sin embargo, se reconoce que a nivel regional y local, muchos otros procesos incluyendo cambios en los regímenes de disturbio como el fuego y el pastoreo, las interacciones bióticas de competencia o facilitación y limitaciones en los procesos de dispersión, pueden también modular su dinámica (Körner, 2012).


  La altitud y conformación del ecotono bosque-páramo en los Andes Tropicales puede ser muy variable y responder de forma compleja a la heterogeneidad espacio-temporal Andina, aún en áreas sin intervención antrópica, en función de factores como el grado de aislamiento y altitud máxima del macizo montañoso, la estacionalidad de las precipitaciones, la exposición, topografía y las características de los suelos (Monasterio y Reyes, 1980; van der Hammen y Cleef, 1986; Bader et al., 2007b; Cuello y Cleef, 2011; Ataroff y García-Nuñez, 2013). La tendencia general es que el ecotono se ubique a menores elevaciones en: a) montañas más bajas o aisladas (el llamado efecto "top", "telescopio" o "Massenerhebung"; van Steenis, 1961; Grubb, 1971); b) en vertientes más secas y con mayor estacionalidad hídrica (Ataroff, 2003); y c) en áreas sujetas a intervención antrópica (fuegos, pastoreo, agricultura), un proceso conocido como "paramización" del bosque (Cortés et al., 1999).


  En cuanto a la dimensión temporal, la posición altitudinal del límite bosque-páramo ha mostrado una respuesta muy dinámica durante los ciclos glaciares-interglaciares del Pleistoceno y los cambios más recientes durante el Holoceno (van der Hammen, 1974; Salgado-Laboriau, 1991; Wille et al., 2002; Bakker et al., 2008). Sabemos por ejemplo que durante el último máximo glacial, la temperatura llegó a ser 7 a 8 °C más baja, el clima se hizo generalmente más seco y la posición altitudinal del límite llegó a descender entre 800 y 1000 m s.n.m., por debajo de su posición actual. Esta respuesta tan dinámica a los cambios ambientales en el pasado, sugiere que la estructura y distribución del ecotono bosque-páramo pudiera cambiar también como respuesta al cambio climático global actual, con un aumento de temperatura esperado de 2-4 °C en el norte de Sur América para el año 2100 (Rull et al., 2007). El aumento de temperatura pudiera resultar, especialmente en ausencia de disturbios como el fuego o el pastoreo, en un desplazamiento hacia arriba del bosque (o elementos leñosos dominantes del bosque) sobre el páramo (Bader et al., 2007b; Suárez y Chacón-Moreno, 2011; Llambí et al., 2013a).


  Sin embargo, dada la marcada heterogeneidad de la zona de transición y nuestra limitada comprensión de los procesos abióticos y bióticos que controlan la dinámica de la vegetación, se hacen necesarios estudios detallados sobre estos procesos, para poder predecir la velocidad de respuesta de la vegetación del límite bosque-páramo frente al cambio climático. Esto es particularmente cierto si consideramos la complejidad resultante de la interacción entre los cambios en el uso de la tierra y el cambio climático global (Sarmiento y Frolich, 2002; Young y León, 2007; González et al., 2011).


  Aun cuando a lo largo de los Andes del Norte existen zonas bien conservadas, el ecotono bosque-páramo ha sido objeto de importantes procesos de intervención antrópica (Hofstede et al., 1998; Sarmiento y Frolich, 2002; Velasco-Linares y Vargas, 2008; Sarmiento y Llambí, 2011). Estas transformaciones incluyen: a) actividades agrícolas intensivas y semi-tradicionales (especialmente para la producción de papa, hortalizas y trigo); b) ganadería generalmente extensiva y las quemas asociadas al manejo de los pastos en algunas zonas; c) forestación con especies exóticas (i.e. pinos y eucaliptos); y d) actividades mineras. Los cambios generados por estas actividades humanas, actuando en muchos casos de forma conjunta (ej. fuego-pastoreo, agricultura-pastoreo, minería-forestación) han ocasionado el remplazo y degradación de extensas zonas de las selvas nubladas, bosques parameros y páramos andinos. Adicionalmente, en muchos casos han significado una marcada alteración de la posición altitudinal y dinámica del ecotono bosque-páramo (ej. descenso altitudinal, límites abruptos, sucesiones detenidas), generándose una sustitución de la vegetación boscosa por una vegetación abierta secundaria dominada por especies del páramo con buena capacidad de colonización (Kok et al., 1995; Cortés et al., 1999; Wille et al., 2002; Bader et al., 2007a; Velasco-Linares y Vargas, 2008; González et al., 2011).


  Así, debemos ser capaces de analizar la interacción entre procesos como el aumento en la temperatura, que pudieran inducir un ascenso altitudinal del bosque, y procesos que inducen el desplazamiento de su límite por debajo de su óptimo climático (ej. paramización inducida por disturbios como la agricultura, el fuego y el pastoreo).


  Estructura y diversidad de la vegetación de la transicion bosque-paramo en la Cordillera de Mérida


  Los estudios detallados sobre la estructura y diversidad de la vegetación en el ecotono bosque-páramo en Venezuela se han concentrado en unas cinco localidades en la Cordillera de Mérida (Fig. 2). Este constituye el principal macizo montañoso del país, con elevaciones máximas de 4980 m (Pico Bolívar), 100 km de ancho y 450 km de extensión en dirección suroeste a noreste. En esta región, una proporción muy importante de la vegetación en el ecotono bosque-páramo se encuentra dentro de áreas protegidas (c. 53 %), incluyendo los Parques Nacionales Páramos del Batallón y La Negra, Sierra Nevada, Sierra de La Culata y Guaramacal (Monasterio y Molinillo, 2003).
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  Entre los estudios pioneros en la Cordillera de Mérida que presentan una visión general sobre las características del bosque paramero y sus diferencias con las formaciones vegetales del páramo andino, están los clásicos de Vareschi de 1980 ("'Vegetations�kologie der Tropen", reeditado en español en 1992) y Monasterio (1980a, "Las formaciones vegetales en los páramos de Venezuela").


  Monasterio (1980a) describe al menos tres asociaciones vegetales distintas de bosques parameros en diferentes zonas y condiciones ambientales en la cordillera: los bosques de Espeletia neriifolia Sch.Bip., Aragoa cupressina Kunth y Alnus spp.


  Por su parte, Vareschi (1992) describe los bosques parameros como una formación vegetal distinta a las selvas nubladas y los llama "bosques bajos de los altos Andes" o "chirivitales" (nombre vernáculo en los Andes Venezolanos); así mismo, enfatiza que aunque tienen un porte más bajo (generalmente con un estrato emergente de entre 4 y 10 m), pueden incluso llegar a ser más ricos en especies y estructuralmente más complejos que la franja superior de la selva nublada, al combinar elementos florísticos de estas, con elementos propios del subpáramo y del páramo andino. En estos bosques, distingue al menos tres estratos: a) uno emergente con árboles pequeños y arbustos altos; b) uno rico en formas arbustivas y subfrútices; y c) uno herbáceo más bajo y variable. En el rodal analizado por Vareschi utilizando un enfoque fitosociológico en las cercanías de la Laguna Coromoto (3.400 m s.n.m., Sierra Nevada de Mérida), identificó 50 especies de plantas vasculares y una alta diversidad de formas de vida y de morfologías y tamaños de las láminas foliares.


  Posteriormente, una serie de trabajos en el sector La Aguada del sistema teleférico de Mérida (Parque Nacional Sierra Nevada) han permitido contar con una visión más detallada de los cambios en la estructura y diversidad de la vegetación a lo largo del gradiente altitudinal entre la selva nublada y el páramo andino en una zona con buen estado de conservación (Yánez, 1998; Berg y Suchi, 2000; Ramírez et al., 2009; Llambí et al., 2013b).


  Yánez (1998) realizó un análisis de los cambios en la composición y riqueza de especies en una transecta continua (1240 m de longitud y 2 m de ancho) entre 2850 m s.n.m. (selva nublada montana alta) y 3600 m s.n.m. (páramo de pajonal-rosetal), registrando 287 especies de plantas vasculares, siendo la zona de máxima riqueza la correspondiente al límite superior del bosque (31003300 m s.n.m.); mientras que en la parte alta de la selva nublada, por debajo de los 3000 m s.n.m., la riqueza de especies en segmentos de la transecta de 2 x 20 m osciló entre 25 y 42 especies de plantas vasculares, en la zona de transición bosque paramero - páramo la riqueza varió entre un mínimo de 32 y un máximo de 54 especies. Al igual que lo señalado por Vareschi (1992), Yánez (1998) relaciona este aumento local en la riqueza de especies con la coexistencia en el ecotono de elementos florísticos de la selva nublada montana alta (ej. Podocarpus oleifolius D.Don, Weinmannia fagaroides Kunth) y del páramo (ej. Calamagrostispittieri Hack., Ruilopezia atropurpurea (A.C.Sm.) Cuatrec.) con elementos propios del bosque paramero (ej. Diplostephium venezuelense Cuatrec., Berberis discolor Turcz.).


  Mientras Yánez (1998) interpretó el ecotono con un continuo en que las especies se van alternando a lo largo del gradiente altitudinal, Ramírez et al. (2009) y Llambí et al. (2013b) analizaron en más detalle los contrastes y discontinuidades en la composición y abundancia de especies en los diferentes tipos fisionómicos de vegetación que configuran el mosaico del paisaje en la misma zona de estudio (3250-3550 m s.n.m.): a) los bosques parameros continuos; b) las lenguas e islas de bosque y sus bordes de contacto con el páramo; y c) los páramos de pajonal-rosetal a diferentes altitudes.


  Estos autores encontraron diferencias marcadas en la composición y abundancia de especies del estrato leñoso entre los bosques continuos y las lenguas e islas de bosque más arriba en el gradiente (Fig. 3), sugiriendo que las islas boscosas en la zona superior del ecotono no constituyen relictos o remanentes de los bosques continuos producto de la intervención (ver también el estudio de Wille et al., 2002 en Ecuador); la riqueza de plantas leñosas disminuyó progresivamente desde los bosques continuos y lenguas de bosque (15 especies) hasta los páramos a 3550 m s.n.m. (una especie). Las islas de bosque estaban dominadas por leñosas abundantes también en los bordes de las lenguas de bosque como D. venezuelense, Hesperomeles ferrugínea Lindl. y Cybianthus marginatus (Benth.) Pipoly, que a su vez resultaron dominantes en el estrato leñoso disperso de los páramos más bajos en la zona (Fig. 3). Estos resultados sugieren que estas especies típicas de las islas y bordes del bosque, y de los páramos bajos, pudieran potencialmente actuar como pioneras en escenarios de avance del bosque sobre el páramo producto del cambio climático (ver Bader et al., 2007b; Llambí et al., 2013a). Sin embargo, Llambí et al., (2013a) no encontraron evidencia de que individuos aislados de D. venezuelense establecidos en los páramos abiertos en la zona del ecotono facilitaran a su vez el establecimiento de otras especies leñosas bajo sus copas (es decir, de que actuaran como pioneras en un proceso de avance del bosque promovido por procesos de nodricismo).
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  Otro estudio realizado en las zonas basal y apical de las lenguas de bosque en la transición bosque-páramo fue realizado por Rodríguez et al., (2011) en el sector de San José de la Sierra Nevada de Mérida (3150 m s.n.m.). Estos autores también reportaron un cambio claro en la abundancia de árboles y arbustos altos entre el interior, los bordes y el exterior de estas lenguas de bosque: Clusia multiflora Kunth. y C. marginatus fueron las especies dominantes en el interior mientras que D. venezuelense resultó la leñosa dominante en los bordes de las lenguas y la única encontrada en los páramos abiertos adyacentes.


  Por su parte, en un estudio realizado en el páramo de Gavidia en la Sierra Nevada de Mérida por Llambí et al., (2013c), se comparó la riqueza y diversidad de plantas vasculares de los bosques parameros con las diferentes comunidades de páramo en la zona, estudiando ocho parcelas de 20 x 20 m en cada caso (Tabla 1). Tanto la riqueza observada y estimada con el índice de Jackknife (Palmer, 1990), como los índices de alfa diversidad de Shannon y Weaver (1949) y Kempton y Taylor (1978), fueron significativamente mayores en los bosques parameros que en los páramos ubicados a mayor altitud; por su parte, la proporción de especies propias o exclusivas de cada comunidad vegetal varió de 58 % en los bosques a 13-24 % en los páramos (Tabla 1). Así mismo, Llambí et al. (2013c) señalan que de las 105 especies de plantas presentes en los bosques, 20 % son endémicas del país.
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  Por otro lado, las formaciones y asociaciones vegetales presentes a lo largo del gradiente altitudinal entre las selvas nubladas y los páramos en el extremo noreste de la Cordillera de Mérida, en el Parque Nacional Guaramacal, han sido objeto de una serie de estudios detallados utilizando un enfoque fitosociológico (Cuello, 2002; Cuello y Cleef, 2009a; Cuello y Cleef; 2009b, Cuello y Cleef, 2011). En el límite superior de la vegetación boscosa, estos autores describen tres asociaciones de bosques enanos: los bosques continuos de Libanothamnus griffinii Cuatrec. y Geissanthus andinus Mez�Miconia jahnii Pittier y los parches o islas de bosque de Gaultheria anastomosans (Mutis ex L.f.) Kunth-Hesperomeles obtusifolia (D.C.) Lindl. (todos con altas abundancias en el estrato superior de C. marginatus). Entre los aspectos resaltantes de la vegetación del ecotono bosque-páramo en esta zona están: a) su ubicación a elevaciones relativamente bajas, entre los 2750 m s.n.m. y la altura máxima del macizo a 3130 m s.n.m., lo que los autores relacionan con el efecto "top" descrito por Grubb (1971); y b) la tendencia a una disminución en la riqueza de especies entre la franja superior de la selva nublada y los bosques parameros, con solo 27 y 31 especies registradas respectivamente en las dos asociaciones boscosas descritas a mayor altitud.


  Finalmente, vale la pena resaltar que otra de las estrategias utilizadas para analizar los cambios estructurales a lo largo del ecotono bosque-páramo ha sido el uso de esquemas de clasificación de las especies en formas de vida (Vareschi, 1992; Arzac et al., 2011). Esta estrategia tiene la ventaja de permitir una aproximación que facilita el análisis comparativo entre localidades con composición florística diferente, así como la interpretación de los patrones de abundancia en términos de las estrategias adaptativas y respuestas funcionales de las plantas a los cambios en los factores limitantes ambientales (ej. temperatura, precipitación, radiación incidente). Un estudio realizado por Arzac et al. (2011) a lo largo de varias transectas en la zona de transición bosque-páramo en La Aguada reportó una disminución relativamente abrupta de la abundancia de los árboles, trepadoras, epífitas y helechos mesófilos a lo largo de la zona superior del ecotono, y un aumento de la importancia relativa de formas de vida características de los páramos abiertos como las rosetas caulescentes pubescentes, los arbustos esclerófilos de hojas más pequeñas (leptófilos) y las rosetas acaules (Fig. 4). A su vez, los resultados de este estudio enfatizan la alta tasa de recambio de formas de vida (diversidad beta) que caracteriza la vegetación de la transición y el efecto que pequeñas diferencias en la orientación de las laderas puede tener sobre la distribución de formas de vida como los arbustos con diferentes tamaños de láminas foliares y las rosetas caulescentes pubescentes vs. glabras.
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  A manera de síntesis, en la Tabla 2 se presenta una revisión comparativa de algunos aspectos distintivos de la estructura de la vegetación a lo largo de la zona de transición entre la franja superior de las selvas nubladas, los bosques parameros y los páramos andinos en la Cordillera de Mérida. Estos atributos estructurales pudieran servir como elementos claves en procesos de definición y demarcación de los diferentes ecosistemas de la transición.


  [image: ]


  Regeneración y dinámica de la transición bosque-páramo en respuesta a disturbios


  Como se mencionó arriba, en la Cordillera de Mérida, una alta proporción del ecotono-bosque páramo está incluido dentro de áreas protegidas (Josse et al., 2009). Sin embargo, en los valles altos Andinos se desarrollaron a partir de la Colonia actividades agropecuarias a lo largo de la transición, con un sistema trigo-ganadería extensiva entre los siglos XVI y XIX (especialmente en los valles secos interandinos) y un sistema papa-ganadería extensiva que tiene su auge a partir de 1950 (Monasterio, 1980b; Monasterio y Molinillo, 2003). Una modalidad importante de producción han sido los agroecosistemas con descansos largos para la producción de papa, manteniéndose su actividad en algunos casos dentro de los límites de las áreas protegidas (ej. bajo figuras de zonificación como las zonas de uso poblacional autóctono).


  Estos sistemas han venido sufriendo en los últimos años un proceso marcado de intensificación, que ha implicado un aumento en el uso de insumos (agrotóxicos, gallinazo, etc.) y una reducción o eliminación de los descansos (Sarmiento y Llambí, 2011). Sin embargo, los sistemas con descansos largos nos han ofrecido una oportunidad única para el estudio de los procesos de sucesión secundaria y de respuesta de la vegetación al disturbio agrícola.


  En el caso del páramo de Gavidia (Parque Nacional Sierra Nevada) a partir de 1990 se desarrolló un programa de investigación de largo plazo sobre la dinámica de la vegetación y el funcionamiento de estos agroecosistemas (véase revisión en Sarmiento y Llambí, 2011). Sarmiento et al. (2003), estudiaron una serie de parcelas entre 1 y 12 años de descanso, mostrando que durante la sucesión se produce un cambio marcado en la estructura de la vegetación con una recuperación relativamente rápida de la fisionomía, abundancia de formas de vida y estructura de la vegetación del páramo de rosetal-arbustal, aunque la riqueza de especies en las áreas en sucesión (20 especies promedio por parcela) no alcanza los niveles registrados en los páramos no cultivados de la parte alta del valle (con un promedio de 35 especies). Por otro lado, en la parte baja del valle, la vegetación característica de los fragmentos remanentes de bosque paramero no parece mostrar la misma capacidad de regeneración natural. De hecho, en estas zonas bajas, las parcelas sucesionales tardías son colonizadas preferencialmente por especies dominantes de los páramos más altos de rosetal-arbustal, como la roseta caulescente Espeletia schultzii Wedd. y los arbustos esclerófi los Baccharis prunifolia Kunth. e Hypericum laricifolium Juss. (Sarmiento et al., 2003; Posada, 2013, ver Tabla 3).
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  A su vez, Jiménez (2013) y Bueno y Llambí (2015) reportaron que aun cuando las densidades de plántulas y juveniles de leñosas dominantes del bosque paramero (B. discolor, Vallea stipularis L.f. , Chaetolepis lindeniana (Naudin) Triana) son extremadamente bajas en las parcelas en sucesión, los pocos individuos que logran colonizar las áreas en sucesión parecen hacerlo preferencialmente bajo la protección de plantas ya establecidas, especialmente de H. laricifolium y B. prunifolia. Este mismo efecto "nodriza" generado por las copas compactas de H. laricifolium fue reportado por Llambí et al. (2013a) al analizar los patrones de establecimiento de otra leñosa dominante del límite superior del bosque paramero (D. venezuelense) en páramos bien conservados en el límite superior del bosque en La Aguada. Esto sugiere que los procesos de nodricismo-facilitación pueden ser importantes en el establecimiento de las leñosas del bosque tanto en áreas intervenidas en sucesión, como en áreas bien conservadas justo por encima de la transición bosque-páramo.


  Por otro lado, en un sector cercano a Gavidia ubicado en la vertiente llanera de la Sierra Nevada (La Arenosa), el abandono de las zonas de cultivo a todo lo largo del ecotono bosque-páramo en los años 1960s permitió analizar el proceso de sucesión secundaria en las pequeñas parcelas abandonadas a mucho más largo plazo (González, 2010; González et al., 2011). En la Figura 5 se presenta un análisis multivariado de ordenación basado en datos de cobertura de plantas vasculares en las parcelas en sucesión post-agrícola vs. áreas de control no cultivadas a lo largo de un gradiente altitudinal en la zona. En este análisis se observa claramente como la estructura de la vegetación de las parcelas en el páramo es mucho más similar entre las áreas control y en sucesión que en el caso de las parcelas del bosque paramero, que muestran grandes diferencias estructurales florísticas entra parcelas control e intervenidas; de hecho, las parcelas sucesionales del bosque se desplazan en el diagrama hacia el extremo ocupado por los páramos, indicando una mayor similaridad florística con estos.
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  De modo que, al igual que en el caso de Gavidia, estos estudios sugieren una mayor capacidad de regeneración o resiliencia de la vegetación del páramo respecto a la del bosque paramero, observándose el proceso de paramización del bosque y una capacidad muy limitada de colonización en las áreas intervenidas de las leñosas características del bosque denso (ej. Myrcianthes myrsinoides (Kunth) Grifo), aún después de más de cinco décadas de regeneración espontánea. De hecho, las parcelas en sucesión en las zonas más abajas del gradiente estaban dominadas por especies parameras como los arbustos Acaena elongata L. e H. laricifolium y la roseta caulescente E. schultzii, observándose también abundante colonización de juveniles y adultos de arbolitos que son importantes en los arbustales más arriba en el gradiente (ej. Myrsine dependens (Ruiz & Pav.) Spreng. y H. ferruginea) (Tabla 3).
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  Implicaciones para la conservación y la restauración ecológica


  El conocimiento acumulado en las últimas décadas sobre el complejo escenario del ecotono bosque-páramo encierra, en nuestra opinión, algunas lecciones para la gestión y la conservación de la biodiversidad en los Andes tropicales. En primer lugar, este ecotono es una de las manifestaciones más evidentes de la gran diversidad de especies, formas de vida, ecosistemas y paisajes que caracterizan a este "hotspot" global de biodiversidad; un patrimonio único que plantea interesantes desafíos para su estudio y conservación.


  Los trabajos reseñados sobre la estructura de la vegetación no solo muestran una alta riqueza de especies en la zona de transición, sino una alta tasa de cambio en la composición y abundancia de especies y formas de vida a lo largo del continuo entre la franja alta de la selva nublada, el bosque paramero y el páramo (Tabla 1, Figs. 3 y 4). Así mismo, la evidencia disponible sugiere que existen marcadas diferencias en la composición florística entre las localidades estudiadas en la Cordillera de Mérida, es decir, una alta diversidad a escala regional (diversidad gamma).


  Aun así, es posible establecer elementos diagnósticos de validez general que permiten la delimitación de los diferentes ecosistemas que conforman la zona ecotonal. Estos incluyen aspectos estructurales como la altura máxima del dosel y la estratificación vertical de la vegetación, géneros y especies de amplia distribución geográfica pero que muestran diferencias claras en su abundancia a diferentes elevaciones, así como algunas formas de vida características de cada ecosistema (teniendo particular importancia la dominancia de árboles altos, arbolitos y arbustos esclerófi los como elementos diagnósticos de las selvas, bosques de la transición y páramos).


  Por otro lado, la investigación sobre la dinámica de respuesta del ecotono bosque-páramo también encierra lecciones importantes. En primer lugar, la evidencia palinológica muestra que no solo las selvas y bosques, sino también los páramos, tuvieron una amplia extensión mucho antes de la colonización humana de los espacios altoandinos (van der Hammen, 1974; Salgado-Labouriau, 1991). Asimismo, la evidencia en zonas poco intervenidas sugiere que características estructurales del ecotono que son atribuidas a veces a la mano del hombre, como la presencia de islas de bosque dentro de la matriz del páramo, no necesariamente son el resultado de la intervención antrópica (Wille et al., 2002; Ramírez et al., 2009).


  Es claro que en zonas extensas las selvas y bosques de la alta montaña tropical (particularmente en algunas zonas de Ecuador o el sur de Colombia) han sufrido procesos históricos de larga data de transformación hacia pajonales secundarios, producto principalmente del pastoreo y las quemas (White, 2013). Sin embargo, esto no justifica la conclusión a la que a veces se llega, de que la estructura y posición altitudinal del ecotono bosque-páramo a lo largo de todos los Andes del Norte tengan como determinante fundamental transformaciones antrópicas (Ellemberg, 1979; Sarmiento y Frolich, 2002).


  En cuanto a la respuesta de la vegetación a la intervención antrópica, la investigación en sistemas con descansos largos de la Sierra Nevada de Mérida nos sugiere que el bosque paramero tiene una capacidad de regeneración y resiliencia más baja que la vegetación de los páramos. Esto parece deberse, en buena medida, a las marcadas limitaciones que enfrentan muchas de las leñosas dominantes de los bosques para colonizar y establecerse en áreas intervenidas en que se removió la cobertura del dosel, mientras que especies dominantes del páramo muestran una alta capacidad de colonización en áreas abiertas (Tabla 3).


  Las investigaciones de Bader et al. (2007b) en Ecuador y de Puentes (2010) en la Sierra Nevada de Mérida sugieren que uno de los factores clave que pudieran actuar como barreras para la colonización de leñosas fuera de los bosques, es su limitada resistencia a los altos niveles de radiación característicos del páramo, vinculada al efecto de las bajas temperaturas y altas radiaciones sobre la eficiencia fotosintética de árboles dominantes del bosque. Este mecanismo pudiera a su vez generar un proceso de retroalimentación positiva entre la presencia de un dosel continuo y la regeneración de las leñosas (Bader et al., 2007b), que pudiera modular o retardar la velocidad de respuesta del bosque en escenarios de cambio ambiental (i.e. en respuesta al calentamiento global y/o a disturbios que eliminan la cobertura forestal continua). Aun así, vimos como algunas de las especies dominantes del páramo y que tienen también un alta capacidad de colonización en áreas intervenidas (ej. arbustos esclerófi los como H. laricifolium o B. prunifolia), pueden facilitar el establecimiento de juveniles de árboles y arbolitos, tanto en áreas perturbadas en sucesión, como en los páramos ubicados inmediatamente por encima del ecotono (Bueno y Llambí, 2015; Jiménez, 2013; Llambí et al., 2013a). Todo esto enfatiza las complejas y estrechas relaciones dinámicas de interdependencia que existen entre la vegetación de los bosques y los páramos.


  En este sentido, la investigación sobre el ecotono bosque-páramo apunta hacia la necesidad, para el diseño de estrategias de conservación y restauración, de contar con una visión integral de las continuidades y discontinuidades características de los fenómenos ecológicos; es decir, una visión de conjunto de los elementos compartidos que confieren integridad estructural y funcional al ecotono (ej. formas de vida dominantes) y los elementos disímiles que le confieren su diversidad (ej. rápido recambio de especies). En consecuencia, es fundamental plantear estrategias y acciones de ordenación y manejo del territorio que garanticen la conservación del mosaico de ecosistemas y redes de interacciones que conforman la zona de transición (ej. flujos hídricos, procesos dinámicos de colonización e intercambio de especies entre el bosque y el páramo, etc.). En la Tabla 4 se sintetizan algunas de estas estrategias y acciones de conservación y manejo que se consideran prioritarias.
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  En particular, los estudios disponibles en la Cordillera de Mérida enfatizan la importancia de la conservación de los bosques parameros o subpáramos como ecosistemas de transición: aun cuando estos bosques han recibido menos atención en la literatura que las selvas nubladas y los páramos, son ecosistemas de una elevada diversidad de especies y formas de vida, una alta proporción de especies propias, un alto grado de endemismo y que han sido particularmente afectados por los procesos de transformación antrópica de los paisajes altoandinos, mostrando además una baja capacidad de regeneración frente a los disturbios.


  A su vez, los acelerados procesos de transformación y fragmentación de la vegetación y la limitada capacidad de regeneración natural de los bosques del ecotono, plantean la necesidad urgente de implementar estrategias integradas de restauración asistida. Estas deben necesariamente partir de analizar las diferencias en estructura y resiliencia de los diferentes tipos de vegetación de la zona de transición bajo diferentes condiciones ambientales, regímenes de disturbio e historias de transformación (evitando partir de preconcepciones y extrapolaciones de una región a otra). Así, son necesarias menos "recetas de cocina" y más procesos de restauración adaptados al contexto, que integren a las acciones de manejo, actividades explícitas de investigación, monitoreo de largo plazo y participación de múltiples actores (Vargas, 2008).


  Un tema particularmente preocupante en este sentido, es la práctica extendida a lo largo de los Andes del Norte de promover procesos de "reforestación" de los páramos y otros ecosistemas altoandinos utilizando únicamente árboles. De hecho, se siguen utilizando en muchos casos exóticas como pinos y eucaliptos y especies nativas de los Andes centrales como Polylepis racemosa, pero que son introducidas en los páramos (Segovia y Quijia, 2013). Estos procesos de forestación prestan además muy poca atención a la vegetación de referencia y la historia de uso del área a recuperar, asumiendo erróneamente que los árboles son elementos dominantes de todos los ecosistemas altoandinos, incluyendo los páramos arbustivos y de pajonal o las zonas de humedales.


  Finalmente, es fundamental contar con una comprensión más mecanística de los procesos y barreras que limitan la colonización y establecimiento de la vegetación a lo largo del ecotono bosque-páramo. Esto implica profundizar el análisis del efecto que tienen sobre la dinámica de establecimiento cambios en las condiciones micro-ambientales y de nutrientes, inducidos por disturbios antrópicos o por la transición natural entre un dosel cerrado y la vegetación abierta del páramo. Asimismo, se requiere profundizar el análisis del papel que las interacciones inter-específicas de facilitación, competencia y herbivoría/pastoreo, así como la frugivoría, la dispersión de semillas y simbiosis cómo las relaciones micorrízicas cumplen en modular la capacidad respuesta de la vegetación. Este conocimiento no solo será clave para el diseño de programas de restauración más efectivos, sino para enfrentar el reto de predecir la respuesta del ecotono bosque-páramo frente al cambio climático global.
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  RESUMEN


  Frente al desafío que la rabia representa para la industria pecuaria y la salud pública en América Latina, el presente artículo tiene como objetivo hacer una revisión de literatura amplia y crítica sobre la epidemiología de la rabia transmitida por murciélagos en Brasil. El tema es abordado inicialmente desde una perspectiva histórica hasta la caracterización molecular de aislamientos del virus, para finalmente contrastar con la situación de otros países de las Américas. La información referente a Brasil es presentada de manera separada debido a la gran abundancia de especies de murciélagos de diversos hábitos alimenticios, implicadas en la transmisión del virus de la rabia y las complejas relaciones entre los ciclos epidemiológicos revelados por estudios de tipificación antigénica y análisis filogenético, lo cual ha permitido reconocer con más nitidez, la importancia de los quirópteros como reservorios y transmisores de esta enfermedad. Este nuevo escenario epidemiológico exige reexaminar las medidas de control aplicadas hasta el momento, desde un abordaje multidisciplinar, así como cooperación intersectorial y participación por parte de la comunidad.
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  ABSTRACT


  Considering that rabies represents a challenge for the livestock industry and public health in Latin America, this article is intended to do a comprehensive and critical literature review on the epidemiology of rabies transmitted by bats in Brazil. The subject is addressed from a historical perspective to molecular characterization of rabies virus isolates and finally making a contrast with other countries of the Americas. Information concerning Brazil is presented separately because of the abundance of bats species with different feeding habits, involved in the transmission of rabies virus and the complex relationships between epidemiological cycles in this country, which have been disclosed by antigenic typing and phylogenetic analysis. This has allowed to recognize more clearly the importance of bats as reservoirs and transmitters of this disease. This new epidemiological scenario requires reappraising current control measures, using a multidisciplinary approach, intersectoral cooperation and community participation.
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  INTRODUCCIÓN


  El orden Chiroptera presenta distribución mundial, ausente únicamente en las regiones polares y en algunas islas oceánicas. Gran parte de las especies de murciélagos habitan regiones tropicales y subtropicales, aunque pueden ser encontrados en regiones de clima templado.


  Estos animales son longevos; las especies de porte pequeño con peso promedio de 16 gramos, pueden vivir hasta 15 años. Algunas de las especies pueden sobrepasar los 30 años (Barclay et al., 2004). Existen reportes de individuos de la especie Myotis brandtii (Eversmann, 1945) que han llegado a vivir hasta 41 años en cautiverio (Podlutsky et al., 2005).


  Los quirópteros pueden vivir en colonias que varían de tamaño, desde pocos individuos a millares, dependiendo de la especie y raramente son solitarios (Nowak, 1991).


  En Brasil, hay nueve familias de murciélagos, 68 géneros y 178 especies. La familia más numerosa es Phyllostomidae, con 92 especies registradas, seguida por Molossidae con 29, Vespertilionidae con 28, Emballonuridae con 17 especies y las familias Noctilionidae, Mormoopidae, Natalidae, Furipteridae y Thyropteridae, totalizando 12 especies (Nogueira et al., 2014).


  Poseen hábitos alimenticios bastante diversos. Algunas fuentes de alimento utilizadas son: insectos, anfibios, frutos, hojas, semillas, flores, néctar, polen, peces, pequeños vertebrados, pájaros y sangre (Gardner, 1977; Hill y Smith, 1988; Fenton, 1992; Peracchi et al., 2006).


  Los murciélagos fitófagos (frugívoros y nectarívoros) son encontrados solamente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Hill y Smith, 1988), donde existen plantas productoras de frutos y néctar durante todo el año. La ingestión de partes vegetales es una práctica común en gran parte de las especies de Phyllostomidae (Gray, 1825) y de esta forma, esta familia se torna responsable por la dispersión de semillas y por la polinización de flores, especialmente, en zonas áridas (Humphrey y Bonaccorso, 1979; Peracchi et al., 2006). En Brasil, los murciélagos frugívoros pertenecen a una única família, Phyllostomidae. Estos murciélagos pueden consumir una gran variedad de frutos, infrutescencias, hojas, semillas y otras partes vegetales (Zortéa, 2007). Debido a que presentan una gran motilidad intestinal (Bernard y Fenton, 2003) las semillas ingeridas no son destruidas (Flening y Sosa, 1994) de esta manera, los murciélagos frugívoros son importantes dispersores de semillas entre los mamíferos (Huber, 1910; Pijl, 1957; Mello et al., 2008). Este fenómeno es de extrema importancia en la dinámica de formación, mantenimiento y regeneración de bosques (Whittaker y Jones, 1994; Bredt et al., 1996).


  Los nectarívoros y polinívoros poseen dientes diminutos y extraen carbohidratos a partir del néctar y proteínas del polen de las plantas pero también ingieren insectos. Poseen pelos faciales y corporales especializados para transportar polen y se caracterizan por presentar hocico longilíneo y lengua considerablemente larga (Reis et al., 2007).


  La mayor parte de las especies de murciélagos se alimenta de insectos en algún momento de su vida. En Brasil, la mayoría de los murciélagos son insectívoros, los cuales forman las mayores colonias del planeta (Graham, 1994). Estos murciélagos, pueden clasificarse considerando la forma de capturar la presa en dos grupos: los insectívoros aéreos (aerial insectivorous) y los recogedores de insectos en el follaje (foliage gleaner) (Wilson, 1973). Los murciélagos insectívoros aéreos cazan insectos en pleno vuelo y exploran espacios aéreos libres, pertenecen a este grupo los molossídeos y vespertilionídeos, comunes en las áreas rurales y urbanas. Los murciélagos recogedores de insectos en el follaje, realizan vuelos bajos y próximos a la vegetación, en busca de insectos posados en las plantas o en el suelo. Generalmente, poseen orejas grandes que les permiten percibir sonidos producidos por los insectos y sus movimientos (Uieda et al., 1996). A pesar del término insectívoro, los murciélagos con esta dieta pueden consumir otros artrópodos, como aracnídeos, diplópodos y quilópodos (Altringham, 1996).


  Los murciélagos insectívoros son los principales controladores naturales de las poblaciones de artrópodos, insectos y de las plagas causadas por ellos, por consumir hasta el doble de su peso en alimentos durante una única noche (Romano et al., 1999), teniendo de esta manera, importancia para mantener el equilibrio del medio ambiente en la agricultura.


  Entre las familias existentes, solamente Phyllostomidae posee especies con dieta carnívora. La dieta de estos murciélagos está basada en el consumo de pequeños vertebrados (anfibios, pequeños roedores, aves y otros murciélagos) (Peracchi et al., 1982; Fenton, 1992; Esbérard y Bergallo, 2004; Bordignon et al., 2005). Parte de las especies carnívoras pueden consumir artrópodos regularmente dentro de su dieta (Peracchi y Albuquerque, 1976) y eventualmente frutos (Uieda et al., 2007), debido a este tipo de comportamientos alimenticios son considerados omnívoros. De los murciélagos brasileros, los carnívoros están entre los de mayor tamaño (Reis et al., 2007).


  En Brasil existe únicamente una especie piscívora (o ictiófaga), Noctilio leporinus (Linnaeus, 1758) (familia Noctilionidae), especie hábil para la pesca, con grandes y fuertes garras. Viven cerca de cursos de agua y utilizan ecolocalización en el momento de pescar (Reis et al., 2007). Su dieta está compuesta de alevinos de agua dulce o salada, artrópodos acuáticos y terrestres (Altenbach, 1989; Bordignon, 2006). Debido a la plasticidad de sus hábitos alimenticios y al acelerado metabolismo, los murciélagos piscívoros tienen gran importancia ambiental, porque controlan la población de peces y de artrópodos.


  Entre todas las especies de murciélagos existentes en el mundo, solo tres, pertenecen a la familia Phyllostomidae, subfamilia Desmondotinae y son hematófagas. De estas tres especies, Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810) es la más común y abundante, con amplia distribución desde México hasta América del Sur (Greenhall et al., 1983). Este murciélago se alimenta de sangre de mamíferos, especialmente cerdos, caballos y ganado y es responsable por ataques eventuales a humanos (Aguiar, 2007). La especie Diphylla ecaudata (Spix, 1823) es la que posee hábitos más especializados, consumiendo apenas sangre de aves de porte mediano y grande (Greenhall et al., 1984). Otra especie, Diaemusyoungi (Jentink, 1893), es la más rara y con distribución restringida. Ataca preferencialmente aves, pero puede consumir sangre de cabras y ganado (Greenhall y Schutt Jr., 1996; Peracchi et al., 2006).


  La diversidad de los murciélagos y sus hábitos alimenticios, hacen de estos animales potenciales indicadores de calidad ambiental (Fenton et al., 1992). Adicionalmente, tienen la capacidad de explorar una amplia gama de recursos y hábitats (Kalko et al., 1996).


  Las alteraciones en el medio ambiente natural (deforestación, agricultura intensiva, construcción de habitaciones humanas en respuesta al aumento poblacional, hidroeléctricas, entre otros) han causado desequilibrios ambientales a lo largo de la historia (Foster et al., 2002). Esos cambios generan un impacto en la ecología e influencian el movimiento de quirópteros desde áreas naturales hacia ambientes rurales y urbanos, donde existen asentamientos humanos y presencia de animales domésticos (Constantine, 2003). Ese comportamiento aumenta la posibilidad de contacto entre el hombre, los animales domésticos y poblaciones de animales silvestres (Shi, 2010). En consecuencia, la diseminación de agentes infecciosos a nuevos huéspedes se dinamiza (Corrêa y Passos, 2001), causando surgimiento de diversos problemas, entre ellos, la diseminación de zoonosis virales por animales silvestres (Barlett y Judge, 1997).


  La rabia, enfermedad causada por el Lyssavirus de la especie Rabies virus (RABV), fue descrita por primera vez hace por lo menos cuatro milenios, es una de las enfermedades infecciosas más antiguas de las cuales se tiene conocimiento (Rupprecht et al., 2001). Es una zoonosis generalmente fatal, transmitida principalmente por la mordedura de un animal rabioso, cuya saliva contiene el virus (Jackson, 2008). Es la lyssavirosis que ocurre con mayor frecuencia en el mundo, tanto en humanos como en animales, con relatos en más de 150 países y territorios (WHO, 2013).


  Los mamíferos en general, son susceptibles al RABV y varios de ellos desempeñan el papel de huésped, sin embargo, los principales reservorios pertenecen a los órdenes Carnivora y Chiroptera. Los animales infectados pueden transmitir la enfermedad a individuos de otras especies, este fenómeno es conocido en la literatura como transmisión interespecífica ("spill-over") (Rupprecht et al., 2002).


  El RABV es mantenido en diferentes ciclos epidemiológicos que pueden conectarse en la naturaleza, los cuales son descritos de manera separada en la literatura para fines didácticos. Algunos autores dividen los ciclos en urbano y rural (Acha y Szyfres, 2003), sin embargo aquí será considerada la división en ciclos urbano, silvestre terrestre, silvestre aéreo y rural (BEPA, 2004).


  En el ciclo urbano hay participación, principalmente, de perros y gatos, siendo considerados los caninos domésticos (Canis lupus familiaris) como reservorios del virus. También en el ciclo urbano, es posible observar perros y gatos infectados con variantes de murciélagos hematófagos y no hematófagos. El primer caso de transmisión secundaria (murciélago-gato-humano) que fue registrado, ocurrió en 2001, en el Estado de São Paulo, Brasil. Una gata se infectó con el virus de la rabia al capturar un murciélago enfermo, probablemente del género Artibeus, el felino, transmitió la enfermedad a su dueña, la cual falleció (Kotait et al., 2007).


  En el ciclo silvestre terrestre, intervienen diferentes especies animales del orden Carnivora y distintas variantes antigénicas y genéticas del RABV encontradas en todos los continentes, excepto en Oceanía y Antártica (Bourhy et al., 1999; Vellasco-Villa et al., 2005; WHO, 2005; Kotait et al., 2007; Carnieli et al., 2008). En Brasil, estudios epidemiológicos moleculares sugieren que primates no humanos de la especie Callithrix sp. (nombre común tití), y el perro de monte (Cerdocyon thous) son reservorios silvestres. El linaje del RABV encontrado en Callithrix sp posee características antigénicas y genéticas muy diferente de las anteriormente aisladas en el país (Favoretto et al., 2001; WHO, 2005; Kotait et al., 2007; Carnieli et al.,2008).


  En el ciclo silvestre aéreo, están incluidos murciélagos hematófagos y no hematófagos una vez que sucede el mantenimiento del RABV en estas poblaciones, con la transmisión de un animal a otro (BEPA, 2004).


  En el ciclo rural, sucede la transmisión en animales domésticos de interés económico, tales como bovinos, equinos, caprinos, ovinos y porcinos por la mordedura de murciélago hematófago de la especie D. rotundus (Kotait et al., 2007). Este ciclo presenta gran impacto económico y de Salud Pública (Acha y Malága-Alba, 1988; Hanlon et al., 2007)


  La preocupación con los murciélagos hematófagos en América Latina surgió en función de las enormes pérdidas ocasionadas a la ganadería (Acha, 1967; Arellano-Sota et al., 1971).


  Perspectiva histórica de la Rabia transmitida por murciélagos en Brasil


  La posibilidad de que los murciélagos fuesen transmisores del RABV, fue contemplada inicialmente a comienzos del siglo XX. La hipótesis surgió a raíz de un brote de rabia, (que sucedió en el estado de Santa Catarina), en el cual murieron cerca de 4000 bovinos y 1000 equinos y mulares, la situación produjo grandes pérdidas económicas a la población local (Carini, 1911). Por medio de informaciones de productores de la región, se llegó a saber sobre casos fatales de la enfermedad en ambas márgenes del Rio Itajaí, lugar de difícil acceso para perros, hecho sumado a la presencia de murciélagos hematófagos que se estaban alimentando sobre el ganado, los cuales demostraban comportamiento agresivo entre sus congéneres (Haupt y Rehaag, 1925).


  Carneiro y Freitas Lima (1927) describieron la misma situación en el Estado de Paraná, pero la comunidad científica rechazo la hipótesis. Finalmente, la teoría fue aceptada solamente en la década de 1930 con la publicación de estudios semejantes a los de Carini en la Isla de Trinidad (Pawan, 1936).


  Dos veterinarios alemanes, Haupt y Rehaag (1925), investigando en la misma región donde Carini había diagnosticado rabia en bovinos, identificaron por microscopia óptica la presencia de corpúsculos de Negri, los cuales son patognomónicos para rabia, en el sistema nervioso central (SNC) de un murciélago hematófago que estaba alimentándose a partir de un bovino, confirmando la hipótesis de Carini. Ellos también describieron por primera vez, en Brasil, la presencia del virus de la rabia en un murciélago no hematófago de la especie Phyllostoma superciliatum, actualmente clasificado como Artibeus lituratus (Olfers, 1818); sin embargo, el hecho solo fue relatado en 1935 (Torres y Queiroz Lima, 1935). En la época se dudó sobre la correcta clasificación del quiróptero; no había seguridad si se trataba de un murciélago frugívoro de la especie P. superciliatum (A. lituratus) o de D. rotundus.


  Después de iniciadas las primeras investigaciones, el virus de la rabia comenzó a ser aislado de otras especies de murciélagos de hábitos hematófagos D. rotundus y Diphylla ecaudata (Lima, 1934; Torres, 1934). Un espécimen de D. ecaudata, que fue diagnosticado positivo para rabia, estaba en el mismo abrigo que cinco ejemplares de D. rotundus, de estos, dos presentaron parálisis y dificultad de vuelo, otros dos murieron sin signos clínicos, uno sobrevivió a la infección y se convirtió -aparentemente- en diseminador del virus (Torres y Queiroz Lima, 1935).


  Algunos investigadores relataron el estado de portador asintomático en murciélagos, fundamentándose en la observación de animales infectados experimentalmente, que después de recuperarse, podían transmitir el virus de manera continua a través de la saliva, durante varios meses, sin exhibir ninguna anormalidad clínica (Hurst y Pawan, 1932; Queiroz Lima, 1934; Torres y Queiroz Lima, 1935; Torres y Queiroz Lima, 1936). Sin embargo, años más tarde Moreno y Baer (1980) realizaron nuevamente estos experimentos y no observaron recuperación espontánea ni excreción viral en la saliva de portadores sanos. El estado de portador asintomático, pudo haber sido confundido con la forma paralitica de la rabia, pero la ausencia de signos en murciélagos experimentalmente o naturalmente infectados continuó siendo documentada en murciélagos no hematófagos (Sulkin et al., 1959) y en D. rotundus (Setien et al., 1998; Rodrigues y Tamayo, 2000; Aguilar-Setien et al., 2005).


  En la década de 1950, hubo registro de aislamiento del virus de la rabia en el murciélago Phyllostomus hastatus hastatus, procedente de Itaguaí, Rio de Janeiro (Silva et al., 1961) y varios casos positivos en diferentes especies, como Tadarida brasiliensis (I. Geoffroy, 1824), presentando parálisis. Este ejemplar fue capturado dentro de una vivienda en Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul (Uieda et al., 1992); en un murciélago hematófago de la especie Diaemus youngi, en el Estado de Alagoas (Silva y Souza, 1968); en un murciélago insectívoro, Histiotus velatus (I. Geoffroy, 1824), capturado en una cueva, en Alfredo Wagner, Santa Catarina (Amorim et al., 1970) y en Chrotopterus auritus, capturado clínicamente sano en el Estado do Rio de Janeiro (Silva y Alencar, 1968). Otros diagnósticos positivos en murciélagos insectívoros y frugívoros fueron constatados en la década del 1970, siendo el primero en la especie de murciélago Molossus molossus (Pallas, 1766), el cual fue capturado en Campinas (estado de Sao Paulo), durante el día, incapaz de volar (Rodrigues et al., 1975). Durante el mismo periodo de tiempo, tres ejemplares de Artibeus lituratus fueron capturados, en Itajaí, Rio de Janeiro (Silva y Silva, 1974).


  En el estado de São Paulo, entre los años 1984 y 1991 fueron detectados siete casos de rabia en murciélagos, siendo tres frugívoros y cuatro insectívoros (Uieda et al., 1992, 1995). Entre estos, estaba el primer registro de rabia en la especie Nyctinomops macrotis (Gray, 1840) en Brasil (Uieda et al., 1995). Al final de 1998, se registró un caso en murciélago frugívoro (Passos et al., 1999) y ocho casos en murciélagos insectívoros, incluyendo especies como: Myotis nigricans (Schinz, 1821), Lasiurus borealis (Müller, 1776), Nyctinomops macrotis, Molossus ater (E. Geoffroy, 1805), Histiotus velatus y T. brasiliensis, siendo diagnosticados mediante imunofluorescencia directa e inoculación intracerebral en ratones (Martorelli et al., 1995; Martorelli et al., 1996; Bernardi et al., 1998; Passos et al., 1998; Uieda, 1998; Silva et al., 1999). Posiblemente el mayor número de casos de rabia en murciélagos no hematófagos diagnosticados en el Estado de São Paulo, se debe a la vigilancia epidemiológica de RABV en quirópteros en esta región.


  Hasta 1996, constaba en los registros que 27 especies de murciélagos de diferentes hábitos alimenticios eran positivos para RABV, siendo que la mayoría de estas notificaciones era procedente de los estados de Bahia, Rio de Janeiro, São Paulo, Espírito Santo y Rio Grande do Sul (Uieda et al., 1996)


  En 2010, Sodré y colaboradores notificaron que 41 especies de murciélagos de diferentes hábitos alimenticios fueron positivas para rabia. En 2010, fue detectada infección por el virus en Artibeus obscurus, proveniente del municipio de Ribeirão Preto, aumentando la lista a un total de 42 especies de huéspedes quirópteros registrados hasta el momento (Scheffer et al., 2011), pertenecientes a 25 géneros y tres familias: Phyllostomidae, Vespertilionidae y Molossidae.


  Importancia de los murciélagos en la transmisión de la Rabia en Brasil


  En los países donde ha sido posible controlar la transmisión del RABV en animales domésticos, este se mantiene en diversas especies silvestres. Entre dichas especies, los murciélagos son los principales transmisores y reservorios del RABV, independientemente de sus hábitos alimenticios (Scheffer et al., 2007).


  Los murciélagos frugívoros e insectívoros encontraron en las ciudades, condiciones favorables para su permanencia, debido a la gran oferta de abrigos y alimentos. Esto se debe principalmente a la presencia de plantas (con o sin frutos) utilizadas en paisajismo, la disponibilidad de construcciones que pueden proporcionar refugio diurno o nocturno, sumado a la iluminación artificial de las ciudades que atrae insectos (Uieda et al., 1992). Estos animales pueden adquirir la infección a partir de interacciones con murciélagos hematófagos portadores del RABV -por ejemplo, a través de disputas territoriales-, facilitando la transmisión también a través del contacto accidental con otras especies animales y el hombre (Passos et al., 1999).


  En Brasil, existen relatos de aislamiento del RABV en las tres especies de murciélagos hematófagos (Uieda et al., 1996), D. rotundus es la especie más común y abundante (Greenhall et al., 1983).


  Los murciélagos hematófagos son los principales transmisores de la rabia en las áreas rurales, desplazándose de su hábitat, generalmente cavernas localizadas en bosques densos, para poder esconderse en alcantarillas o casas abandonadas en el campo (Lima, 2001).


  Las especies más afectadas por la rabia transmitida por murciélagos hematófagos son herbívoras, especialmente bovinos y equinos, situación que es común en América Latina, debido a la presencia de estos murciélagos en la región. Además del impacto económico, la transmisión de la rabia para los herbívoros puede causar serios problemas de Salud Pública, porque estos casos pueden generar contactos entre los animales infectados y las personas (Acha y Szyfres, 2003), especialmente los ganaderos y veterinarios, puesto que es posible el aislamiento del virus a partir de muestras de saliva y de glándulas salivales de los bovinos naturalmente infectados (Delpietro et al., 2001).


  La rabia transmitida por murciélagos hematófagos a los herbívoros posee gran importancia debido a su elevado impacto económico. Acha y Arambulo (1985) estimaron la pérdida de 100 mil cabezas de ganado por año debido a la rabia, el equivalente a 44 millones de dólares. En 2005, se estima que las pérdidas anuales fueron de aproximadamente 850 mil cabezas, lo cual representa cerca de 17 millones de dólares (Lima et al., 2005).


  Los perjuicios son ocasionados por la mortalidad y disminución en la productividad por repetidas mordeduras que causan debilidad al rebaño, principalmente por anemia, infecciones secundarias en las heridas, oclusión de canales galactóforos, miasis y depreciación del cuero como consecuencia de esta última patología, (Acha, 1967; Arellano-Sota et al., 1971).


  Se estima que la frecuencia de ataque de los murciélagos hematófagos puede reducir el volumen de leche producido en aproximadamente 260 litros/vaca/año y reducir la producción de carne en 40 kg /animal/año (Schmidt y Badger, 1979).


  Según el Ministerio de Agricultura Pecuaria y Abastecimiento de Brasil (MAPA), durante el período 20022012, cerca de 22 mil herbívoros y porcinos fueron afectados pelo RABV transmitido por murciélagos hematófagos en todo el país. En el mismo período, cerca de 500 millones de cabezas de ganado fueron vacunados contra la rabia todo el territorio brasileño (PNCRH, 2015). Datos del Ministerio de Salud de 2013, registraron 820 bovinos y 109 equinos con rabia, mientras que en 2014 fueron 677 bovinos y 107 equinos (Caldas et al., 2015a; Caldas et al., 2015b).


  Sin embargo, el análisis de estos datos debe ser cauteloso, puesto que existe un posible fragilidad del sistema de notificación de casos, es decir, la reducción del número de casos puede estar relacionado a una disminución de las actividades de vigilancia epidemiológica, conforme apunta el análisis de indicadores epidemiológicos de rabia en Brasil, sugiriendo que la presencia del RABV en estas especies ocurre de manera silenciosa (MAPA, 2013).


  La rabia transmitida por murciélagos hematófagos ha exigido mayor atención epidemiológica, representando un nuevo desafío para el control de esta enfermedad. Es importante aclarar que esta situación no se debe a una nueva forma de transmisión, sino al aumento de la casuística observada a partir del año 2004. Esto pone en evidencia la necesidad de implementar nuevas estrategias, dirigidas al control de variantes virales relacionadas al ciclo de transmisión terrestre (Schneider et al., 2004).


  Cabe anotar que algunos animales domésticos, principalmente los gatos, ocasionalmente consumen murciélagos, esta circunstancia constituye otra posible forma de transmisión de la rabia para humanos, facilitando así la conexión de los ciclos de transmisión urbanos y rurales (Morikawa et al., 2012). Esta hipótesis se vio confirmada con el primer caso de transmisión secundaria (murciélago-gato-humano) en Brasil, ocurrido en el año 2001, en el Estado de São Paulo, donde una gata adquirió el RABV al capturar un murciélago enfermo, probablemente del género Artibeus. El felino infectado, transmitió la enfermedad a su dueña, la cual falleció (Kotait et al., 2007).


  Rabia humana transmitida por murciélagos en Brasil


  En relación a la rabia humana, desde la época de los primeros colonizadores de las Américas ya había indicios de que el RABV se transmitía por contacto con los murciélagos hematófagos (Greenhall, 1991). El primer caso de rabia humana transmitida por murciélagos en las Américas, fue descrito en la Isla caribeña de Trinidad, en 1927, con diagnóstico confirmado en laboratorio en 1931 (Baer, 1991).


  Desde el año 2000, los murciélagos hematófagos han sido los principales transmisores de la rabia humana en América Latina y el Caribe (Schneider et al., 2007). Debido el mejoramiento en las actividades de vigilancia epidemiológica y el esfuerzo gubernamental direccionado a programas de educación para la prevención de la enfermedad, el registro del número de casos de exposición rábica en humanos causada por animales silvestres aumenta cada año (Kotait et al., 2007).


  Hay relatos de mordeduras provocadas por murciélagos hematófagos en pueblos indígenas, en comunidades ribereñas, áreas mineras y aldeas agrícolas de la región Amazónica de Brasil y Perú, lo cual demuestra la creciente importancia de estos animales como transmisores de rabia humana (Uieda et al., 2002). Según datos del Ministerio de Salud de Brasil, en el período comprendido entre 1992 a 2012 fueron notificados 428 casos de rabia humana en este país, de los cuales 121 fueron transmitidos por animales silvestres, siendo que los murciélagos fueron responsables por el 88 % de los casos (104 casos). Las regiones Norte y Nordeste fueron las más afectadas, representando 40 y 45 % de los casos respectivamente. Durante 2004 y 2005 ocurrieron 22 y 42 casos humanos, todos causados por murciélagos hematófagos. Durante ese período, por primera vez, el número de casos transmitido por murciélago (86,5 % de los casos), superó el número de casos transmitidos por perros (Ministério da Saúde, 2009).


  En las regiones afectadas por estos brotes viven personas de escasos recursos, donde las condiciones de vivienda son deficientes. Las localidades son de difícil acceso y la densidad poblacional animal es baja, por lo tanto, los ataques de murciélagos a seres humanos son más frecuentes (Schneider et al., 2007).


  En el 2009 fue registrado el primer caso de cura de la rabia en Brasil, de un paciente con histórico de contacto y agresión por murciélago hematófago, con confirmación clínica y de laboratorio en 2008. El paciente fue tratado con el Protocolo de Recife (adaptación del Protocolo de Milwaukee) (Willoughby et al., 2005).


  En el año 2012 fueron registrados casos de rabia humana en Brasil en las regiones Nordeste (dos casos humanos en la ciudad de São Luís, estado de Maranhão y un caso en el estado de Ceará. En la región sudeste (Estado de Minas Gerais) y Centro-Oeste (Mato Grosso), totalizando cuatro casos (Prato, 2013).


  En el período de 2000 a 2009, anualmente un promedio de 425400 personas, buscaron atención médica por haber tenido algún tipo de exposición rábica. De estas 64 % recibieron el esquema profiláctico post-exposición. En el año 2010 fueron notificados 26.989; en 2011, 29.423 notificaciones y en el año 2012 hubo un total de 29.892 notificaciones de tratamiento antirrábico. En referencia al uso de vacunas en el periodo de 2011, fueron aplicadas 4.864 dosis y en 2012 5.468 doses (Prato, 2013).


  Epidemiologia del RABV en quirópteros en Brasil


  La epidemiología de la rabia en murciélagos merece atención creciente de las instituciones gubernamentales e investigadores, buscando introducir estrategias que permitan limitar la difusión del RABV entre los animales silvestres y eliminar el virus en estos reservorios, especie por especie, mediante el establecimiento de vigilancia epidemiológica coordinada, que incluya procedimientos de diagnóstico en laboratorio (antigénicos y genéticos), la realización de estudios integrados de genética y ecología, para el conocimiento de la dinámica de la rabia en el medio silvestre (Kotait et al., 2007).


  La patogenia del RABV en murciélagos es poco conocida, se sabe que estos animales cuando están infectados, pueden albergar el virus por períodos mayores que otras especies en su saliva y permanecer infectantes antes de presentar signos clínicos. Son considerados murciélagos sospechosos de estar infectados, aquellos que sean encontrados durante el día en lugares no habituales y con dificultad de vuelo o signos neurológicos. Todo animal sospechoso debe ser enviado para diagnóstico e identificación (MAPA, 2009; CGDT, 2012).


  Resultados de la tipificación de aislamientos del RABV en Brasil con Anticuerpos monoclonales


  Favoretto et al., (2002) tipificaron 330 aislamientos del RABV a partir de varias especies animales, siendo detectadas cuatro variantes antigénicas (AgV) circulantes en Brasil: AgV2 (perro), AgV3 (D. rotundus), AgV4 (T. brasiliensis) y AgV6 (Lasiurus cinereus). Fue detectada la variante AgV3 en herbívoros de interés económico (bovinos, equinos, ovinos, etc.). Además de las cuatro variantes mencionadas anteriormente, otros perfiles antigénicos no compatibles con el panel de ocho MAbs anti-nucleoproteína cedido por el Centro de Control y Prevención de Enfermedades de Atlanta, USA (CDC) y distribuido por la Organización Panamericana de la Salud (OPAS). Estas variantes provenientes de murciélagos insectívoros (géneros Nyctinomops, Lasiurus, Myotis, Eptesicus y Eumops), fueron descritas por Favoretto et al. (2002) y Castilho et al. (2008).


  En la región Sudeste de Brasil, Scheffer y colaboradores (2007) identificaron morfológicamente las especies de animales infectadas por el RABV, analizaron 4.395 especímenes, en el período de abril de 2002 a noviembre de 2003, en este estudio la positividad alcanzó 1,9 % (84 casos), sin embargo solamente 7,14 % (6 muestras) pertenecían a la especie D. rotundus. Estos estudios resaltaron la importancia de los murciélagos no hematófagos como reservorios del RABV en Brasil.


  En el Oeste del Estado de São Paulo, fueron tipificados antigénicamente aislamientos del RABV de murciélagos no hematófagos y fueron detectadas en poblaciones animales las variantes AgV3 y AgV4, típicas de D. rotundus y T. brasilensis, respectivamente (Albas et al., 2009).


  En Portel y Viseu, ciudades del Estado de Pará, 21 personas murieron de rabia en 2004. Las muestras aisladas en humanos, colectadas post-mortem, fueron tipificadas antigénicamente y genéticamente como AgV3, típica de D. rotundus (da Rosa et al., 2006).


  Schaefer et al. (2005), utilizando un panel de MAbs producidos en el Estado de Rio Grande do Sul, caracterizaron aislamientos de RABV de diversas especies animales y regiones de Brasil. Los autores describieron dos grupos principales, caninos y D. rotundus. Al analizar los aislamientos de murciélagos insectívoros los autores encontraron "especificidad de especie", existiendo agrupamientos por especie.


  Resultados de la tipificación de aislamientos del RABV en otros países de América Latina con Anticuerpos monoclonales


  En México, la tipificación antigénica de muestras de murciélagos evidencia la presencia de las variantes de T. brasiliensis (AgV4 y AgV9) y de D. rotundus (AgV3, AgV5 y AgV11) (De Mattos et al., 1999; Loza-Rubio et al., 1999).


  En Colombia, la variante antigénica AgV3 es encontrada en murciélagos hematófagos D. rotundus y AgV4 en murciélagos no hematófagos como T. brasiliensis (Páez et al., 2007).


  En Venezuela y Bolívia, la tipificación genética y antigénica del RABV identificó variantes antigénicas AgV3 y 5, típicas de D. rotundus (De Mattos et al. 1996; Favi et al., 2003). En Chile, el murciélago T. brasiliensis es el huésped más importante en la epidemiologia de la rabia (Mattos et al., 2000; Favi et al., 2008; Yung et al., 2012). Diversos autores identificaron las variantes antigénicas AgV4 (X brasiliensis), AgV6 (Lasiurus cinereus), AgV3 (D. rotundus), y AgV9 (X brasiliensis) (Favi et al., 2002; Yung et al., 2002; Favi et al., 2008; Yung et al., 2012).


  En Argentina, la tipificación antigénica de aislamientos del virus, identificaron las variantes AgV 3, 4 e 6 (Cisterna et al., 2005).


  En todas las investigaciones anteriores fueron detectadas dos linajes virales procedentes de murciélagos insectívoros, las cuales no pwudieron ser tipificados por el panel de anticuerpos monoclonales (MAbs) de la Organización Mundial de la Salud OPAS/OMS. En la tabla 1 se muestra un resumen de las variantes antigénicas del RABV encontradas en Brasil y otros países de América Latina.


  [image: ]


  Caracterización genética de aislamientos del RABV en Brasil


  La caracterización genética del RABV en Brasil y en los demás países, es realizada principalmente mediante secuenciación del gen N, pero un número importante de trabajos han analizado también el gen G y secundariamente, la región entre los genes G-L, así como también el gen de la polimerasa (Heinemann et al., 2002; Páez et al., 2003; Kobayashi et al., 2005; Carnieli et al., 2009; Hirano et al., 2010).


  El tamaño de las secuencias es variable, algunos autores utilizan genes enteros, otras regiones, tanto de la región amino terminal, como carboxi-terminal de la glicoproteína. A través del análisis de esta última región ha sido posible identificar marcadores genéticos de distintas subpoblaciones del RABV las cuales circulan en determinados huéspedes animales. (Carnieli et al., 2010; Carnieli et al., 2012).


  Similar aspecto ocurre con la región intergénica localizada entre la glicoproteína y L polimerasa, la cual es una región no codificante, altamente variable que también presenta utilidad para el análisis de procesos evolutivos del RABV (Bourhy et al., 1993).


  El primer trabajo publicado relacionada a la tipificación genética del RABV en Brasil fue ejecutada por Ito et al. (2001), donde los autores secuenciaron 203 nucleótidos del gen N y describieron dos linajes virales principales en el país: linaje de caninos y de D. rotundus. La identidad genética de los aislamientos de perros analizados en dicho trabajo fue superior a 99 %, mientras que en D. rotundus fue superior a 96,6 %. A partir de este trabajo pionero, surgieron múltiples investigaciones posteriores, los estudios en general mostraron que existe una gran diversidad genética de "sub-linajes" del RABV en Brasil, sin embargo casi todos los virus se encuadraban dentro de las dos linajes virales previamente descritas, con excepción del trabajo de Favoretto et al. (2001), en el cual es analizada la circulación de una variante antigénica emergente, exclusiva de primates no humanos (Callithrix jacchus).


  La caracterización genética del RABV aislado de murciélagos, cuyos trabajos fueron iniciados en Brasil por Ito y colaboradores (2001), se extendió a otras especies además de D. rotundus. Kobayashi et al. (2005), analizaron muestras procedentes de especies frugívoras como Artibeus spp y murciélagos insectívoros, sugiriendo la existencia de linajes virales especie-específicas. Kobayashi et al. (2007), dieron continuidad a la investigación e identificaron un linaje viral asociado al género insectívoro Lasiurus. Oliveira et al. (2010), en un estudió con diferentes especies de murciélagos usando secuencias parciales de los genes N y G, encontraron linajes del RABV asociadas a diferente especies de murciélagos insectívoros, sugiriendo la presencia de subpoblaciones virales específicas en la especies T. brasiliensis y Nyctinomops laticaudatus; así como específicas en los géneros Myotis, Eptesicus, Molossus, Histiotus y Lasiurus.


  Las linajes estudiadas del RABV que infectan animales de interés económico, son en su totalidad, transmitidos por D. rotundus. A pesar del gran número de casos registrados en estas especies, el porcentaje de infecciones en murciélagos detectadas mediante las actividades de vigilancia epidemiológica es reducido. Por este motivo, el estudio de las linajes del RABV que circulan en murciélagos es realizada de manera indirecta, es decir usando aislamientos virales procedentes de casos de rabia en bovinos y equinos (Carnieli et al., 2009).


  Romijn et al. (2003), analizaron secuencias parciales del gen N del RABV a partir de aislamientos bovinos del Estado de Rio de Janeiro y observaron agrupamientos genéticos regionales. Bordignon et al. (2005), en el Estado de Santa Catarina, también analizando parcialmente el gen N del RABV, observó un patrón de agrupamiento de linajes virales dentro del estado. Sato et al. (2006), mediante el análisis de 599 nt del gen G de varias especies animales, en los Estados de Maranhão, Pará y Tocantins, identificaron linajes virales asociadas a canídeos y D. rotundus. Mediante el análisis de una parte del gene N, de aislamientos bovinos del RABV, procedentes de varios Estados de las regiones Sudeste y Centro-Oeste, Kobayashi et al. (2006), propusieron que la diversificación del virus en linajes regionales se debía principalmente a factores de aislamiento geográfico, provocado por barreras físicas como montañas y ríos. Kobayashi et al. (2008), analizaron 593 aislamientos, mediante secuenciación de un segmento de 202 nt del gen N, describiendo 24 linajes virales locales, originadas nuevamente por aislamiento geográfico.


  Mediante el análisis de 35 aislamientos del RABV provenientes del Estado de São Paulo, Fahl et al. (2012) observaron diferencias entre linajes genéticas basándose en secuencias parciales de los genes N y G relacionadas con murciélagos D. rotundus y Artibeus spp., los cuales usualmente, pertenecen a la variante antigénica AgV3.


  Con la evolución de los estudios genéticos se verificó que la diversidad molecular en diferentes linajes genéticas está relacionada a la diversidad de los reservorios. Otros estudios deben ser realizados para investigar la existencia de nuevos linajes virales del RABV y otras lyssavirosis en especies de murciélagos en diferentes regiones geográficas poco estudiadas.


  Caracterización genética de aislamientos del RABV en otros países de América Latina


  En México el análisis molecular de 28 muestras de RABV, durante 1990-1995, procedentes de diferentes especies animales, sugiere la presencia de dos linajes genéticas de este virus denominadas A y B. El análisis filogenético se basó en secuencias parciales del gen de la nucleoproteína. El linaje A, formado por aislamientos encontrados en humanos y animales terrestres silvestres y domésticos. La tipificación mediante anticuerpos monoclonales reveló que correspondían a las variantes antigénicas 1 (AgV1) y AgV7, respectivamente. El linaje B está integrado por aislamientos del murciélago insectívoro T. brasiliensis (AgV9) y por aislamientos encontrados en bovinos tipificados como AgV3 y AgV11. Estos resultados revelan la presencia de varios ciclos de transmisión en especies silvestres en áreas rurales y urbanas, proporcionando evidencia que permite la identificación de los principales reservorios del RABV en México (De Mattos et al., 1999).


  El hallazgo de las variantes antigénicas AgV3 y AgV11 en D. rotundus en México fue corroborado posteriormente por Vellasco-Villa et al. (2002) y Vellasco-Villa et al. (2006), siendo relatadas dos variantes adicionales AgV4 y AgV9, establecidas en la población de quirópteros insectívoros de la especie T. brasiliensis.


  Loza-Rubio et al. (1999), estudiaron 30 muestras de diversas especies animales, empelando enzimas de restricción, lo cual les permitió diferenciar claramente tres ciclos epidemiológicos diferentes del RABV en la naturaleza: a) ciclo aéreo, comprometiendo especies de murciélago hematófago e insectívoro (22 % de las muestras); b) ciclo terrestre, involucrando perros, coyotes y gato doméstico (71 %); c) ciclo epidemiológico exclusivo de mofeta (7 %). Este último ciclo llamó la atención de los investigadores por ser documentado por primera vez en la región Noroccidental de México.


  Nadin-Davis y Loza-Rubio (2006), analizaron 64 aislamientos del RABV en México, de múltiples huéspedes animales, durante el período 1991 - 2002. Usando secuencias parciales del gen de la fosfoproteína ratificaron la ocurrencia de transmisión interespecífica ("spill over") entre murciélagos hematófagos, bovinos y otros animales domésticos de importancia pecuaria (equinos y porcinos). En este período fue registrado un caso de rabia humana transmitida por T. brasiliensis. Cabe anotar que la tipificación antigénica de dichos aislamientos fue concordante con el estudio de De Mattos et al. (1999).


  En Colombia, la caracterización genética determinó que existen ocho linajes circulando en el país, tres de las cuales están asociadas a perros y pertenecen a la variante antigénica AgV3, que también está asociada a D. rotundus. Dos linajes genéticas del RABV están asociadas a la variante AgV4, típica del murciélago no hematófago T. brasiliensis. Otros dos linajes procedentes de murciélagos insectívoros no pudieron ser tipificados por el panel de anticuerpos monoclonales (MAbs) de la Organización Mundial de la Salud OPAS/OMS (Páez et al., 2007).


  En Venezuela, De Mattos et al. (1996) identificaron antigénicamente las variantes AgV1, 3 y 5. En este estudio fueron analizadas 21 muestras procedentes de humanos y diversas especies animales (perro, gato, herbívoros).


  En Bolivia, la tipificación genética y antigénica del RABV aislado a partir de 222 muestras, de diversas especies (humano, bovino, gato, perro, cerdo) identificó cuatro variantes antigénicas: AgV1 y 2, típicas de perro, AgV3 y 5, típicas de D. rotundus. La identificación genética fue concordante con la antigénica, demostrando la existencia de tres grupos genéticos del RABV en ese país (Favi et al., 2003).


  En Chile, el murciélago T. brasiliensis es el huésped más importante en la epidemiologia de la rabia (Mattos et al., 2000; Favi et al., 2008; Yung et al., 2012). En 1996, sucedió un caso de rabia humano, hecho que no era registrado desde 1972, involucrando la variante antigénica AgV4, de T. brasiliensis (Favi et al., 2002). Yung y colaboradores (2002) identificaron las variantes AgV3 (D. rotundus), AgV4 (T. brasiliensis) y AgV6, típica del murciélago insectívoro L. cinereus. Favi et al. (2008) identificaron las variantes AgV1, AgV3, AgV4 y AgV6, siendo que no fue posible tipificar algunos aislamientos. Más recientemente, Yung et al. (2012) identificaron las variantes antigénicas AgV4, AgV6, AgV3, AgV8 y AgV9 y una variante adicional no identificable mediante el panel de anticuerpos monoclonales tradicional.


  Delpietro et al. (1997), en Argentina, describieron las variantes, AgV2, 3 y 4, además de otras desconocidas, pertenecientes a murciélagos insectívoros. Cisterna et al. (2005) realizaron tipificación antigénica y genética de aislamientos del virus e identificaron las variantes AgV 2, 3, 4 e 6, concordantes con la tipificación genética.


  Después de 25 años, sin relatos de casos de rabia en Uruguay, Guarino et al. (2013) documentaron una epizootia de rabia en herbívoros identificando las variantes AgV3, de D. rotundus, como causante del brote, además de dos variantes adicionales: AgV4 y otra no tipificada, procedente de murciélago no hematófago.


  CONSIDERACIONES FINALES


  La rabia continua siendo la lyssavirosis más importante en el mundo, en términos de salud pública. Una vez que la rabia urbana viene siendo controlada a partir de la vacunación en masa de perros y gatos, la rabia en animales silvestres viene tomando mayor relevancia, siendo el murciélago hematófago un importante transmisor para poblaciones animales y humanas en América Latina. La participación de los murciélagos no hematófagos en la epidemiología de la rabia ha mostrado tendencia al aumento en los últimos años, en las zonas urbanas, causando principalmente circunstancias de exposiciones accidentales en humanos, hay una tendencia similar en América del Norte.


  Acciones profilácticas y de manejo de murciélagos en áreas urbanas durante focos de rabia, involucran la remisión de los ejemplares sospechosos de infección para diagnóstico en laboratorio e identificación de la especie, el tratamiento en humanos que hayan tenido contacto con murciélagos, por medio de suero antirrábico. En el caso de animales que hayan sido expuestos, también se recomienda la aplicación de suero antirrábico, dependiendo del estado inmunológico, es importante también mantener en vigilancia y aislamiento estos animales, mientras se decide si se realiza revacunación o eutanasia. Otro aspecto que debe hacer parte de la investigación epidemiológica de campo, es realizar la caracterización geográfica y ambiental de la región donde ocurrió el brote, con el objetivo de identificar factores de riesgo y posteriormente implementar acciones educativas para informar la población sobre el riesgo que implica la enfermedad y sensibilizar la población en relación a las acciones de vigilancia epidemiológica pertinentes.


  En Oceanía, Asia y África las infecciones humanas por lyssavirus son registradas de manera esporádica, debido principalmente a la falta de vigilancia. Los murciélagos son los reservorios más importantes de las lyssavirosis y la prevalencia real de casos en humanos es muchas veces subestimada.


  A pesar de la gran cantidad de información disponible, la epidemiologia de muchas encefalitis semejantes a la producida por RABV no está totalmente esclarecida. Las incertidumbres pueden ocurrir debido a las dificultades inherentes a la investigación de poblaciones portadores de enfermedades y la complejidad de las interacciones ecológicas de estos organismos.


  La proximidad entre el hombre y los quirópteros, en ambientes urbanos y rurales, debe ser comprendida como parte integrante de un contexto más amplio de gestión ambiental, para analizar las constantes transformaciones ecológicas y considerar la dinámica de los factores y procesos productivos que actúan.


  De esta manera, las enfermedades aparecen como resultado de nuevas dinámicas de interacción entre especies, establecidas a partir de la ruptura del equilibrio ecológico. La utilización apropiada del conocimiento actualmente disponible sobre la ecología, etología y biología de los quirópteros podría permitir una reducción de los aspectos negativos y la exploración de aspectos positivos que esta proximidad puede ofrecer.


  La adaptación y la transmisión de este conocimiento a la sociedad, como resultado de un proceso interactivo, permitirán que sea alcanzada una convivencia armónica entre la especie humana y los quirópteros.


  CONCLUSIONES


  La dinámica de los ciclos de transmisión de rabia en las Américas es compleja por la gran variedad de reservorios y huéspedes que están implicados. Investigadores e Instituciones gubernamentales de Salud Pública y Salud Animal han realizado ingentes esfuerzos para dilucidar la epidemiologia del RABV mediante la caracterización molecular de aislamientos del virus, mostrando la estrecha relación entre los ciclos, la presencia de derrame ("spill over") y la creciente importancia de los murciélagos como reservorios y transmisores de dicha enfermedad.


  Las autoridades de salud consideran que en la actualidad, la rabia humana transmitida por D. rotundus es una zoonosis emergente en América Latina y su control exige un abordaje multidisciplinar, cooperación intersectorial y participación por parte de la comunidad.
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  RESUMEN


  Las matrices de microelectrodos (MEA) son dispositivos que permiten la detección de potenciales de acción o espigas en poblaciones de células excitables, ofreciendo varias aplicaciones en el campo de las neurociencias y la biología. Este trabajo muestra un protocolo para el registro de espigas en una población de células ganglionares retinales empleando una matriz de microelectrodos. La retina de una rata albina fue extraída y preparada para ser estimulada in vitro con luz led blanca, con el fin de registrar sus espigas evocadas ante estos estímulos. Cada microelectrodo puede registrar espigas de más de una célula ganglionar, razón por la cual se determinó a qué célula pertenece cada espiga aplicando un procedimiento conocido como "clasificación de espigas". El trabajo permitió obtener el registro de un periodo de estimulación y otro de no estimulación, con el fin de representar los potenciales de acción evocados con luz y los espontáneos. Los registros fueron almacenados para visualizar las espigas de las células ganglionares y poder aplicar la herramienta de clasificación de espigas. De este modo, se almacenan los instantes de tiempo en los cuales cada célula ganglionar registrada generó potenciales de acción. Este trabajo conllevó al establecimiento de un protocolo de experimentación básico enfocado al uso de matrices MEA en el laboratorio de adquisición de potenciales extracelulares de la Universidad Antonio Nariño Sede Bogotá, no sólo para caracterizar los potenciales de acción de células ganglionares retinales, sino también para otro tipo de células que puedan ser estudiadas empleando matrices de microelectrodos.


  Palabras clave: células ganglionares retinales, clasificación de espigas, potenciales evocados, potenciales extracelulares.

  


  ABSTRACT


  The microelectrode arrays (MEA) are devices that allow the detection of action potentials or spikes in populations of excitable cells, offering a wide spectrum of applications in topics of Neurosciences and Biology. This work describes a protocol for recording of spikes in a population of retinal ganglion cells employing a microelectrode array. The retina of an albino rat was dissected and prepared to be stimulated in vitro with white led light and to record their evoked spikes. Each microelectrode can record spikes from more than a ganglion cell, for which it was necessary to determine which cell fires each spike applying a procedure known as spike sorting. The work allowed to obtain the recording of a stimulation period and another of non-stimulation, representing evoked and spontaneous action potentials. The recordings were saved, in order to visualize the action potentials of the ganglion cells detected and to apply a computational method for the spike sorting. In this way, it was saved the time stamps in which each action potential was fired by its respective cell. This work established a basic experimentation protocol focused to the use of MEA devices in the laboratory for acquisition of extracellular potentials at the Antonio Nariño University - Bogota Headquarters, not only for characterization of action potentials fired by retinal ganglion cells populations, but also for other kind of cells that can be studied employing MEA devices.


  Keywords: evoked potentials, extracellular potentials, retinal ganglion cells, spike sorting.

  


  INTRODUCCIÓN


  Una de las características más importantes de las neuronas es su capacidad de generar potenciales de acción o espigas en respuesta a estímulos, cuyas propiedades y origen dependen del sistema u órgano al cual pertenecen (Matthews, 2003). Los potenciales de acción están dados por cambios en las distribuciones de las cargas eléctricas en las membranas de las neuronas, lo cual ha sido ampliamente estudiado y documentado en la literatura (Sharpee, 2013). Diversos procedimientos en experimentos in vitro permiten estudiar los potenciales de acción a nivel unicelular, siendo uno de los más conocidos la técnica de fijación de voltaje en microáreas de membrana (García-Rill, 2011). No obstante, existen preguntas en las que se hace necesario conocer los potenciales de acción que se generan en una población de neuronas (en cultivos u otro tipo de preparación histológica) de forma simultánea, para lo cual se ha desarrollado la tecnología de las matrices de microelectrodos (conocidas con la sigla MEA por su significado en inglés microelectrode array).


  La literatura reporta diversas aplicaciones de las MEA. Una de ellas se orienta a los estudios de la actividad del hipocampo, donde por medio de estimulación con algunos microelectrodos de la misma MEA se ha logrado generar protocolos de LTP (long time potentiation) para el estudio detallado de la red que compone este tejido. Es así como se han respondido preguntas fisiológicas y farmacológicas en estudios in vitro del hipocampo relacionadas con enfermedad de Alzheimer y epilepsia (Van Bergen et al., 2003; Yu et al., 2009; Chong et al., 2011; Shi et al., 2014). Otras aplicaciones se han desarrollado para estudios in vitro de cardiomiocitos (Pradhapan et al., 2013), evaluación de medicamentos (Morefield et al., 2000; Natarajan et al., 2011), microelectroretinografía (Homma et al., 2009), análisis de la actividad eléctrica de la retina (Fernández et al, 2000; Chen et al., 2004; Greschner et al., 2006; Cerquera et al., 2008; Cerquera y Freund, 2011; Freund y Cerquera, 2012; Gómez et al., 2013; Palacios et al., 2014), entre otros. Los fabricantes de tecnologías MEA ofrecen una amplia gama de diseños y estructuras de acuerdo a la aplicación y experimentos en que requieran ser utilizadas, cuya información puede ser consultada en la literatura o en manuales de los fabricantes (Branner et al., 2001; Spira y Hai, 2013; Multichannel Systems, 2014).


  El siguiente trabajo presenta a la comunidad científica nacional un laboratorio para la adquisición de potenciales extracelulares que se ha venido adecuando en los últimos años en la Universidad Antonio Nariño Sede Bogotá. El principal componente de este laboratorio es un sistema de matrices de microelectrodos, cuya funcionalidad se presenta describiendo el uso de un tipo de MEA estándar y los pasos básicos necesarios para detectar actividad eléctrica en células ganglionares de la retina de una rata albina. Adicionalmente, se incluye una discusión acerca de las tareas futuras que se deben realizar para complementar el laboratorio y proponer otros usos del mismo.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  La retina de vertebrado puede representarse como un sistema de procesamiento de señal, donde la entrada son los fotones que transmiten la información visual que llegan a los fotorreceptores, mientras que la salida son las espigas generadas por cientos de millones de células ganglionares. Estas son neuronas cuyos axones se alargan formando el nervio óptico, con el fin de transmitir al cerebro los potenciales de acción producidos por la fototransducción y procesamiento celular de las diferentes capas de la retina (Yew et al., 2012). A continuación se presentan los elementos y métodos fundamentales de un experimento in vitro que permiten la detección de estas señales de salida en el sistema retiniano:


  Matriz de microelectrodos (MEA)


  La estructura de la MEA empleada en este trabajo se observa en la Fig. 1A, cuya referencia según el fabricante Multichannel Systems GmbH es 60MEA200/30iR-Ti-pr-T (Multichannel Systems, 2014). Esta MEA está compuesta por un sustrato de vidrio con dimensiones de 49 mm de ancho, 49 mm de largo y 1 mm de altura. Adherido a este se ubica un anillo de plástico con dimensiones de 26 mm de diámetro interno, 30 mm de diámetro externo, y una altura de 6 mm. Como se describirá más adelante, la función de este anillo es facilitar la perfusión de solución hidratante para nutrir las células o tejido en su interior.


  [image: ]


  En el centro de la MEA se encuentran 60 microelectrodos planares elaborados con una aleación de nitrato de titanio (TiN), distribuidos sobre un área de aproximadamente 2,5 mm2 y cuya observación sólo es posible con ayuda de un microscopio (Fig. 1B). Cada microelectrodo se une con una pista de TiN que conduce la información detectada y que aumenta su grosor a medida que se acerca a la periferia de la MEA. En este punto, los extremos de las pistas son de forma cuadrada para facilitar su conexión con el sistema de preamplificación durante el desarrollo de los experimentos. A la izquierda de las Figs. 1A y 1B se observa el electrodo de referencia de la MEA, cuyas dimensiones mayores a las de los demás lo hacen identificable a simple vista.


  Generalmente, el número de células detectadas por cada microelectrodo en este tipo de MEAs varía entre uno y tres, y en muy raras ocasiones hasta cuatro. En el caso de la superficie de microelectrodos que se observa en la Fig. 1B, cada microelectrodo tiene un diámetro entre 10 y 30 micras, y los espacios entre electrodos oscilan entre 100 y 200 micras, lo que asegura que el potencial de acción de una sola célula no sea detectado por más de un microelectrodo (Gunning et al., 2005).


  Solución Ringer


  Durante la preparación de la retina, así como en la etapa de estimulación para el registro de su actividad eléctrica, fue necesario emular las condiciones fisiológicas de la retina. Con este fin, antes de iniciar el experimento se preparó una solución Ringer para mantener la funcionalidad de las células retinales con niveles adecuados de pH y temperatura. Se preparó 1000 mL de solución Ringer con los siguientes componentes: 1000 mL de agua destilada y purificada, 6,42 g de NaCl, 0,18 g de KCl, 0,11 g de CaCl, 0,152 g de MgCl, 1,84 g de NaHCO3 y 1,80 g de Glucosa. Estos componentes se disolvieron con un agitador magnético y la solución resultante se burbujeó durante 40 minutos con una mezcla de gas carbógeno (95 % O2 y 5 % CO2), con el objeto de mantener el pH de la solución Ringer entre 7,4 y 7,7. Así mismo, con ayuda de la placa calefactora del agitador se mantuvo la temperatura de la solución Ringer en 34 °C, mientras que la temperatura ambiente del laboratorio se conservó en 22 °C empleando un calefactor.


  Extracción de la retina


  Las retinas de una rata albina con edad de ocho semanas fueron extraídas y preparadas para el experimento. Este no se realizó con una rata de menor edad debido a que el tamaño de sus retinas es reducido, dificultando así su preparación histológica. Sin embargo, las retinas de esta especie contienen una concentración de células ganglionares suficiente para caracterizar su respuesta en periodos de estimulación y no estimulación lumínica, razón por la cual se consideró adecuada para desarrollar el presente trabajo. El animal con el que se realizó el experimento fue donado por el Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá.


  El procedimiento se llevó a cabo conforme a las recomendaciones del Comité Institucional de Ética para Experimentación con Animales de la Universidad Antonio Nariño (Acta 01-23 de noviembre de 2011). Antes del experimento, el animal permaneció dos semanas bajo condiciones de ciclo controlado de luz/oscuridad de 12 horas con luces encendidas a las 7 am y control de humedad y temperatura.


  La rata se sacrificó haciéndole inhalar los vapores de un trozo de gasa impregnado con 20 mL de isofluorano, asegurando posteriormente su muerte mediante dislocación cervical. El procedimiento para la extracción de cada ojo consistió inicialmente en hacer cortes con ayuda de unas tijeras Joseph sobre la comisura interna de cada uno, lo que permitió aumentar el espacio para retirar los tejidos alrededor del mismo y facilitar el corte del nervio óptico. Cada ojo fue extraído y sumergido inmediatamente en una caja de Petri con solución Ringer, en la cual se eliminó gran parte del tejido adiposo que aún permanecía alrededor. Este procedimiento se realizó empleando una pinza de relojero recta y unas tijeras Westcott para oftalmología, obteniendo el ojo mostrado en la Fig. 2A.
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  A partir de esta etapa, toda la preparación se realizó con ayuda de un microscopio estéreo. Mientras que uno de los ojos permanecía sumergido en una caja de Petri con solución Ringer, se comenzó con la preparación del otro, realizando un corte sobre su ora serrata (Fig. 2B) para extraer y desechar todos los componentes de la mitad anterior del ojo incluyendo el cristalino, obteniendo solo la mitad posterior a la que se denomina "ojo en copa" (Fig. 2C). Este último se dejó reposar en solución Ringer durante 30 minutos para facilitar posteriormente la separación de la esclera y la retina. Después de este tiempo, se removió el humor vítreo con ayuda de una pinza curva de relojero (Fig. 2D), lo cual fue necesario debido a que el humor vítreo es una sustancia aislante que dificultaría la detección de potenciales de acción por parte de los microelectrodos durante la fase de experimentación. En este paso, las habilidades manuales del experimentador exigieron un máximo de sutileza, puesto que el ejercicio mecánico de halar en exceso el humor vítreo podría haber causado daños en la retina.


  Posteriormente, se sujetó con unas pinzas la esclera y con otras se levantó la retina ejerciendo presión desde afuera hacia adentro, hasta quedar totalmente separada de la esclera y evitando halarla con las puntas de las pinzas, obteniendo así la retina totalmente aislada (Fig. 2E). Se debe tener en cuenta que el ojo en copa siempre debió estar sumergido en solución Ringer, y que con ayuda de una pipeta Pasteur se hizo un recambio constante de la misma para conservar los valores de pH y temperatura adecuados.


  Montaje de la retina en la MEA


  En este tipo de experimentos, uno de los aspectos que influye en su éxito es el buen contacto que haga la retina sobre la superficie de microelectrodos de la MEA, específicamente de la capa de células ganglionares con los microelectrodos.


  Para ello se fabricó la pieza de nylon mostrada en la Fig. 3A, la cual lleva en uno de sus extremos una porción de membrana de diálisis asegurada con un o-ring. El propósito era que la membrana quedara tan tensa como fuese posible, y con ayuda del peso de la pieza de nylon asegurar un buen contacto de la retina con los microelectrodos. De esta forma, el orificio en medio de la pieza se aprovechó para el paso de los estímulos de luz y el recambio de solución Ringer, que para este experimento se hizo de forma manual cada cinco minutos empleando una pipeta Pasteur.
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  Después de haber hecho la extracción completa de la retina se ubicó la pieza de nylon dentro de la misma placa de Petri donde se hizo la preparación de la retina, con la superficie que tiene la membrana de diálisis hacia arriba. Posteriormente, se succionó cuidadosamente la retina con una pipeta Pasteur y se ubicó sobre la membrana de diálisis, teniendo en cuenta que la capa de células ganglionares debía quedar hacia arriba. Esto se verificó teniendo en cuenta que la retina tiende a mantener algún nivel de concavidad en la superficie donde se encuentra la capa de células ganglionares, lo cual representó una guía visual para quien realizó el experimento. Con ayuda de las pinzas de relojero se estiró cuidadosamente los dobleces que quedaron después de ubicar la retina sobre la membrana de diálisis. Se emplearon pequeños trozos de toallas de papel para remover algunos sobrantes de solución Ringer alrededor de la retina y también facilitar el estiramiento de la misma, procurando que la retina no quedara completamente seca.En la Fig. 3B se observa la forma en que la retina quedó ubicada sobre la membrana de diálisis de la pieza de nylon.


  A continuación, se sostuvo la MEA algunos centímetros sobre la retina, con la superficie que tiene los microelectrodos hacia abajo. Se bajó lentamente hasta que los microelectrodos hicieron contacto con la retina y se realizó un giro de 180 grados en sentido vertical de todo el conjunto, con el fin de obtener el montaje que se muestra en las Figs. 3C y 3D. Las Figs. 3E y 3F muestran en detalle la ubicación de la retina sobre la superficie de microelectrodos de la MEA. En este instante de la preparación, se agregaron 0,5 cm3 de solución Ringer al interior de la MEA para mantener nutrida e hidratada a retina.


  Registro de espigas


  El montaje mostrado en las Figs. 3C y 3D se ubicó dentro de un preamplificador MEA-Inv-System-E de 60 canales (Fig. 3G), el cual a su vez estaba sostenido por el portaobjetos de un microscopio invertido. De esta forma, el estímulo de luz se envió por la parte superior mientras se monitoreaba el desarrollo del experimento con las lentes del microscopio.


  Las señales procesadas por el preamplificador se transmitieron a una tarjeta de adquisición PCI (peripheral component interconnect), la cual opera a una frecuencia de muestreo de 25000 Hz, ganancia de 1200, resolución de 14 bits para la conversión análogo-digital y un rango de voltaje de entrada de ±819 mV. La temperatura de la retina se controló mediante un módulo TC02 que se conectó al preamplificador para mantenerla en 34 °C. Todos los componentes del sistema MEA (matrices MEA, preamplificador, controlador de temperatura, tarjeta de conversión análogo/digital y software de análisis) fueron fabricados por la compañía Multichannel Systems GmbH de Alemania. La Fig. 4A presenta el esquema de interconexión de los principales elementos del montaje para este experimento, los cuales se observan en detalle en la Fig. 4B. Durante el tiempo de estimulación in vitro de la retina el laboratorio estuvo en completa oscuridad para asegurar que solo la luz led estimulara la retina. Debido al fondo oscuro del monitor en la visualización de los registros, y a la distancia entre este y el preamplificador, la luz del monitor no tuvo influencia alguna sobre la retina. Se debe aclarar que las ondas observadas en el monitor de la Fig. 4B fueron generadas con un simulador de electroretinografía provisto por el fabricante del sistema, donde cada cuadro representa cada uno de los 60 microelectrodos de la MEA.
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  Después de conectar todos estos elementos, la retina estuvo en reposo durante aproximadamente 15 minutos antes de comenzar la estimulación con luz. Estos estímulos fueron aplicados con una linterna led de intensidad 5,19 μW a una distancia aproximada de 20 cm de la retina, de tal modo que la cadencia de encendido y apagado de la luz fue controlada de forma manual por el experimentador. El software MC-Rack es la interfaz gráfica que permitió registrar y almacenar en el computador la información proveniente de la MEA cuando detectaba los potenciales de acción de la capa de células ganglionares de la retina. La comprobación de registros de espigas correlacionados con los estímulos de luz se hizo de forma visual, verificando en el monitor del computador la generación de ráfagas de espigas en los instantes en que el experimentador encendía la luz, así como ausencia o escasez de las mismas cuando se mantenía la luz apagada. De otro lado, el software permitió la aplicación de algunos filtros digitales para atenuación de ruido o frecuencias indeseadas. En este experimento, se configuró el software para aplicar un filtrado pasabanda en tiempo real compuesto por dos filtros Butterworth de segundo orden, un pasaaltas con frecuencia de corte de 200 Hz y un pasabajas con frecuencia de corte de 3000 Hz. Estos filtros permitieron conservar la información de las espigas y estabilizar la línea basal de los registros. Dado que fue posible registrar espigas con la primera retina que se preparó, se decidió desechar la segunda retina.


  Clasificación de espigas


  Como se mencionó, las espigas registradas por cada microelectrodo son generalmente la mezcla de las espigas disparadas por más de una célula. En la mayoría de aplicaciones que requieren el uso de MEAs es necesario hacer una clasificación de los potenciales de acción de acuerdo a la célula que los está generando, procedimiento conocido como "clasificación de espigas". Su fundamento radica en que cada neurona produce espigas con una forma de onda particular, de tal manera que se determina cuántas células se están registrando en cada canal (Quian, 2007). Aunque se necesita una herramienta de software para realizar este procedimiento, no es algo completamente automático, sino que requiere también la experiencia y conocimientos de la persona que lo realiza para seleccionar los parámetros que le permitan clasificar las células origen de las espigas.


  Normalmente, la amplitud de las espigas es mayor a los niveles de ruido gaussiano que alcanzan a contaminar los registros en su línea basal y cuyas formas de onda pueden ser similares a las espigas. En este trabajo, el procedimiento para la clasificación de espigas se inició con la asignación de un umbral que permitiera determinar cuáles ondas correspondían a espigas y cuáles otras a ruido. Este paso se realizó con el software MC_Rack, asignando mediante inspección visual el umbral adecuado en cada canal. Un umbral muy cercano a los niveles de ruido podría tomar espigas de forma errónea, mientras uno muy alejado conllevaría a ignorar espigas evocadas de las células ganglionares. Posteriormente, el software determinó la célula a la cual correspondía cada espiga, permitiendo que el investigador definiera el instante de tiempo del pico de cada espiga para obtener la información temporal de los trenes de espigas. De ser necesario, el software permite exportar esta información en formato MS Excel, en caso que deban ser analizados con programas más especializados para el procesamiento de datos biológicos.


  RESULTADOS


  La Fig. 5A permite observar en detalle un segmento de 1000 ms de registro correspondiente al canal número 13, donde se visualizan las espigas generadas por las células ganglionares detectadas en ese microelectrodo. Los primeros 700 ms corresponden a periodo de oscuridad y los otros 300 ms a periodo de luz, observándose pocas espigas generadas en periodo de oscuridad y el aumento de estas como respuesta al estímulo con luz. La Fig. 5B representa el resultado de la clasificación de espigas, donde cada una se indica con un color que identifica la célula que la originó. En este caso, se detectaron tres células, identificadas cada una con colores violeta, rojo y amarillo, cuya ubicación temporal se presenta más claramente en la Fig. 5C. Esta asignación de colores se hace con ayuda del software MC_Rack. Se observa también que las espigas en color violeta corresponden a la única célula detectada con actividad en el periodo de oscuridad.
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  DISCUSIÓN


  Las MEAs son desarrollos tecnológicos que permiten el análisis de poblaciones de células excitables mediante el registro de su actividad eléctrica. En este trabajo, se han registrado trenes de espigas de una población de células ganglionares en la retina de una rata albina, obtenidos mediante secuencias de luz encendida y apagada controladas manualmente. Tal como se esperaba, las ráfagas de espigas se generaron con una mayor frecuencia de disparo durante los instantes de luz encendida. El laboratorio en el que se han obtenido estos registros ha sido adecuado en el marco de un proyecto de investigación que considera a futuro la aplicación de estímulos más complejos, como por ejemplo, secuencias de diferentes intensidades de luz, ruido, escenas naturales, entre otras.


  Como complemento a las funciones del laboratorio para posibilitar su uso en otras aplicaciones con MEAs, se ajustará un sistema automático de perfusión con la ayuda de bombas de jeringas para asegurar el flujo continuo de solución Ringer (o Ames) en experimentos de larga duración. De igual forma, vale la pena mencionar que actualmente los investigadores del proyecto en el cual se realizó este estudio están trabajando en adecuar un sistema que permita la emisión computarizada de los estímulos de luz. Con este fin, se está implementando dentro de la jaula de Faraday (indicada con el número 6 en la Fig. 4B) el soporte para un proyector de video que direccione su haz de luz sobre la retina y que la estimule con patrones de luz programados previamente en un computador. Dado que la tarjeta de adquisición de los registros incluye tres entradas análogas, es posible diseñar un arreglo que permita transmitir la información de los cambios de estímulos desde el computador que los controla a una de las entradas análogas, lo que permitirá detectar exactamente el tiempo de permutación de los estímulos e incluir esta información en el registro de las espigas. Posiblemente se requerirá también un juego de lentes de densidad neutra ubicados antes que los estímulos lleguen a la retina, con el fin de regular la intensidad de la luz de estímulo.


  Para el desarrollo de futuros experimentos con retinas de vertebrados, se debe tener en cuenta ciertas variables que podrían incidir en el éxito de los mismos. Por ejemplo, se recomienda que el animal que se va a emplear en alguno de estos experimentos permanezca por lo menos 12 horas en total oscuridad antes de iniciar el procedimiento. Esto tiene como fin disminuir la adherencia entre capa de fotorreceptores y epitelio para facilitar la extracción de la retina en la etapa del ojo en copa. Adicionalmente, el uso de luz roja tenue durante la preparación, en lugar de luz blanca convencional, permite mantener la adaptación a la oscuridad en roedores. Esta especie no posee pigmentos visuales que perciban el espectro del color rojo, por lo que su uso no afectará las respuestas evocadas con los estímulos de luz durante los experimento. Cabe mencionar que el procedimiento más común para aplicación de los pulsos de luz es sobre la capa de fotorreceptores de la retina, mientras que la capa de células ganglionares está en contacto con los microelectrodos de la MEA (Fiscella et al., 2012).


  Otro factor importante es la solución Ringer. Existen algunas variaciones en las concentraciones de los reactivos reportadas en diferentes trabajos, aunque lo más importante es mantener los valores de pH y temperatura cercanos a 7,5 y 32 °C respectivamente, con el objeto de emular tanto como sea posible las condiciones naturales de la retina dentro del ojo. No obstante, algunos trabajos en los últimos años han empleado solución de Ames como medio para mantener hidratada y nutrida la retina durante el experimento. De igual forma, la composición de esta solución hidratante se puede modificar en casos donde los experimentos estén orientados a la evaluación y prueba de medicamentos en algún tipo especial de células excitables. En cualquiera de estos casos, el control de la temperatura es fundamental cuando se experimenta con retinas de mamíferos, más no para retinas de reptiles o anfibios por su condición de "animales de sangre fría". También es un factor determinate la manipulación de la retina después que se ha separado del ojo en copa, ya que por su fragilidad se puede dañar fácilmente durante la remoción del humor vítreo y durante su ubicación sobre la membrana de diálisis (Fig. 3B). En este sentido, se debe realizar el procedimiento con suma paciencia y cuidado, usando adecuadamente las pinzas y demás elementos necesarios para la disección.


  Es importante asegurar un contacto perfecto entre la retina y la superficie de microelectrodos para aumentar las probabilidades de registrar actividad en todos los canales de la MEA. Aunque en este experimento ese no fue el caso, los investigadores de este proyecto se encuentran trabajando para mejorar la técnica que asegure este contacto. Por otro lado, se proyecta explorar la experimentación en otro tipo de roedores con presencia de epitelio, debido a que en este tipo de retinas hay mayor concentración de melanina, lo que conlleva a una mayor concentración de células ganglionares que pueden proporcionar información de estímulos visuales más complejos. En este sentido, la presencia de epitelio pigmentario facilita el recambio de los segmentos externos de los fotorreceptores, mientras que en las especies albinas sin epitelio pigmentario puede haber una caída más rapida de la respuesta, lo cual representa un problema en experimentos de larga duración.


  Por último, cabe resaltar la posibilidad de utilizar los recursos del laboratorio para desarrollar experimentos en otros ámbitos, como los que se indican en la sección de introducción del presente documento.


  CONCLUSIONES


  Se ha acondicionado un laboratorio basado en tecnología MEA que permitirá realizar procedimientos donde se requiera estudiar las respuestas extracelulares en poblaciones de células excitables. La funcionalidad del laboratorio ha sido demostrada mediante un procedimiento básico en neurofisiología como guía para futuros experimentos. Aunque es necesario aún complementar algunas condiciones del laboratorio, se tienen las condiciones iniciales para considerar la posibilidad de buscar otras aplicaciones que permitan explotar las capacidades del sistema con tecnología MEA instalado en este laboratorio.
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  RESUMEN


  La identificación de las áreas de endemismo es un paso fundamental en los análisis de biogeografía evolutiva. Las áreas de endemismo han sido definidas por la congruencia de dos o más áreas de distribución, en donde se asume de manera general que los taxones endémicos tienen una respuesta geográfica similar a factores históricos y ambientales. Los mamíferos tienen alta diversidad en el Neotrópico y muchos de ellos han evolucionado en conjunto con esta región biogeográfica. Sin embargo, hay pocas hipótesis de áreas de endemismo que puedan ser relacionadas con la evolución de los mamíferos en el Neotrópico. En este estudio se identificaron las áreas de endemismo de los mamíferos neotropicales a partir del análisis de una matriz de 2052 taxones (familias, géneros y especies). Para ello se aplicó una búsqueda de áreas de endemismo con el método de Análisis de Endemicidad a una cuadrícula de 2° latitud-longitud. Se identificaron 101 áreas de endemismo y 498 taxones endémicos, las áreas coincidieron parcialmente con 65 patrones biogeográficos identificados por otros autores. La región Neotropical está compuesta por nueve áreas de endemismo y mostró múltiples límites, que sugieren un patrón dinámico. Se identificaron dos áreas complejas de intercambio biótico que coincidieron con las zonas de transición Mexicana y Sudamericana. La congruencia de las áreas de endemismo de mamíferos con otros esquemas biogeográficos sugiere que estas áreas han sido formadas tanto por factores históricos como ecológicos. Por otra parte, las incongruencias de las áreas de endemismo soportan un sistema biogeográfico no jerarquizado.
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  ABSTRACT


  The identification of areas of endemism is an essential step in analyses of evolutionary biogeography. Areas of endemism have been defined by the congruency of two or more distributional areas, where there is a general assumption that the endemic taxa have a similar geographic response to historical and environmental factors. Mammals are highly diverse in the Neotropics, and most of them have evolved together with that biogeographical region. However, there are few hypotheses of areas of endemism that may be related with the evolution of the mammals in the Neotropics. We analyzed a matrix of 2052 taxa (families, genera and species) to identify the areas of endemism of the Neotropical mammals. The search of areas of endemism was performed using the Analysis of Endemicity method in a grid of 2° latitude -longitude. The analysis resulted in 101 areas and 498 endemic taxa, the areas partially matched with 65 biogeographical patterns previously identified by other authors. The Neotropical region is composed of nine areas of endemism and showed multiples boundaries, these characteristics suggest a dynamic pattern. Two complex areas of biotic interchange corresponded with the Mexican and Southamerican transitional zones. On one side, the congruence of areas of endemism of mammals with other biogeographical patterns suggests that historical and ecological factors have shaped the structure of those areas. On the other side, the incongruence of some areas of endemism supports a biogeographical system without hierarchy.


  Keywords: biogeography, distribution, diversity, endemism, evolution, Neotropics.

  


  INTRODUCCIÓN


  El área de distribución de un taxón está determinada por factores históricos y actuales, por lo tanto, la respuesta simultánea y paralela de los taxones a esos factores debería reflejar concordancia en sus áreas de distribución indicando "áreas de endemismo" (Rosen, 1988; Morrone, 1994; Espinosa et al., 2001; Szumik et al., 2002). Un área de endemismo se define por la congruencia de las áreas de distribución de dos o más especies (Platnick, 1991; Espinosa et al., 2001). Las áreas de endemismo son consideradas como hipótesis de homología biogeográfica primaria, es decir, conjeturas sobre una historia biogeográfica común entre taxones (Morrone, 2001a).


  Para identificar áreas de endemismo se han desarrollado diferentes aproximaciones, algunas de las cuales integran los conceptos de homología biogeográfica, tales como el Análisis de Parsimonia de Endemismos (PAE) (Rosen, 1988; Morrone, 1994); el Análisis de endemicidad (AE) (Szumik et al., 2002; Szumik y Goloboff, 2004) y el Análisis Cladístico de Distribución y Endemismo (CADE) (Porzecanski y Cracraft, 2005).


  En particular, el AE tiene en cuenta el componente espacial para la identificación de las áreas de endemismo a partir de la comparación de celdas sobre una gradilla (Szumik et al., 2002). Una ventaja adicional del AE sobre otros métodos, es la identificación de áreas de endemismo superpuestas (Carine et al., 2009), las cuales estarían representando la naturaleza no jerarquizada de las unidades biogeográficas (Szumik et al., 2002; Casagranda et al., 2009). En el AE se evalúa el ajuste y el soporte del área de endemismo a través de un índice de endemicidad total (E) y de cada taxón endémico (e), en términos de cuantas especies endémicas poseen y cuán ajustadas son las especies a un conjunto de celdas de prueba, siendo elegidas aquellas áreas de valor máximo de ajuste (Szumik et al., 2002; Szumik y Goloboff, 2004). El AE está implementado en los programas de cómputo NDM/VNDM (Szumik et al., 2002; Goloboff, 2004; Szumik y Goloboff, 2004) y se considera un método específico para la identificación de áreas de endemismo.


  La primera propuesta sobre los patrones biogeográficos de mamíferos neotropicales fue la de Wallace (1876), en la cual el autor definió los límites geográficos de la región Neotropical y mencionó algunos taxones que la caracterizan. En otros esquemas se ha tratado la zoogeografía de los mamíferos para proponer un esquema biogeográfico de la región Neotropical (Hershkovitz, 1958), o se ha integrado a los mamíferos dentro de ensambles para identificar áreas de congruencia (Müller, 1973) o similitud geográfica y filogenética (Holt et al., 2013). En el Neotrópico se han descrito áreas de endemismo de mamíferos en la costa Atlántica Brasileña y la Amazonía (Costa et al., 2000; Goldani et al., 2006) así como en el sur de los Andes (Casagranda et al., 2009; Sandoval et al. 2010), considerando unos pocos órdenes de mamíferos. Por otra parte, las propuestas de áreas de endemismo disponibles para la extensión total del Neotrópico han sido descritas a partir de patrones de aves (Cracraft, 1985; Haffer, 1985; da Silva et al., 2004), insectos (Löwenberg-Neto y de Carvalho, 2009) y peces (Ringuelet, 1975), que coinciden, por ejemplo, en dividir a la Amazonía en dos áreas (norte y sur) y considerar las montañas de los Andes y el Caribe Colombo-Venezolano como áreas de endemismo.


  La región Neotropical incluye casi toda América Latina (Wallace, 1876) y ha sido definida al menos como dos categorías biogeográficas dependiendo del tipo de organismo tratado (región y subregión; Fittkau, 1969; Müller, 1973). Actualmente existe la propuesta de una regionalización jerárquica, basada en el concepto de homología biogeográfica, para América Latina y el Caribe (Morrone, 2006; Morrone, 2014a). En esta propuesta se reconocen tres regiones: Andina, Neártica y Neotropical (Morrone, 2006; Morrone, 2014a), y dos zonas de transición entre las regiones: la Zona de Transición Mexicana (ZTM: sistemas montañosos de México y el norte de América Central) y la Zona de Transición Sudamericana (ZTS: tierras altas de los Andes entre el occidente de Venezuela, norte de Chile y centro occidente de Argentina), de acuerdo con Morrone (2006) y Morrone (2014a). Las zonas de transición son consideradas como áreas que involucran eventos de hibridación biótica promovidos por cambios histórico-ecológicos y representan áreas evolutivamente activas con interacción biótica intensa, donde ocurre la mezcla de componentes bióticos diferentes (Escalante et al., 2004; Morrone, 2006; Escalante et al., 2010). En la región Neotropical, se han definido tres subregiones: Antillana, Chaqueña y Brasileña; así como 54 provincias, las cuales pueden agruparse preliminarmente en siete dominios: Brasileño Boreal, Pacífico, Mesoamericano, Suroccidente de la Amazonía, Suroriente de la Amazonía, Chaqueño y Paranaense (Morrone, 2014a).


  Hasta el momento no existe un sistema completo de áreas de endemismo de los mamíferos neotropicales, pero si existe a una escala de subregión (Solari et al., 2012). Algunos sistemas parciales de áreas de endemismo de mamíferos en el Neotrópico (Costa et al., 2000; Escalante et al., 2004; Goldani et al., 2006; Escalante et al., 2009; Sandoval et al., 2010; Olguín-Monroy et al., 2013) han sido propuestos sin considerar las extensiones totales de las distribuciones de los mamíferos neotropicales o sin abarcar el mayor número posible de especies. En otros casos se mencionan a los mamíferos endémicos sin ser el grupo biológico de interés (Cabrera y Willink, 1973; Morrone, 2001a).


  Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar las áreas de endemismo de los mamíferos neotropicales aplicando el método de AE (Szumik et al., 2002; Szumik y Goloboff, 2004). Además, se buscó diagnosticar los límites de la región Neotropical, algunas subregiones y provincias biogeográficas, estableciendo una comparación con áreas delimitadas previamente por Morrone (2014a) y otros autores (Müller, 1973; Ringuelet, 1975; Cracraft, 1985; Haffer, 1985). Adicionalmente, se proponen nuevas áreas de endemismo para los mamíferos, denominadas como transiciones y uniones entre provincias biogeográficas, y se discute la importancia de las zonas complejas o de transición identificadas. Los resultados de este análisis son una primera propuesta de una hipótesis de homología biogeográfica primaria de mamíferos en el Neotrópico.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Mapas de distribución


  Se usaron los mapas de distribución de 1782 especies existentes en América (IUCN, 2012). Considerando que la región Neotropical podría extenderse hacia el límite norte de México (Escalante et al., 2010), las distribuciones fueron recortadas desde el centro de los Estados Unidos de América hasta la Patagonia, con coordenadas extremas 38 °N - 56 °S latitud y 122 °W - 34 °W longitud. Para cada especie se adicionaron las categorías taxonómicas de familia y género siguiendo la propuesta de Wilson y Reeder (2005).


  Los mapas de distribución fueron traslapados sobre una gradilla de 2° de latitud-longitud (2008 celdas), donde a cada cuadro se asignó la presencia de un taxón ("1") cuando hubo intersección del mapa de distribución con una celda, y ausencia ("0") cuando no hubo intersección. Se generó una matriz integrada por tres niveles taxonómicos (familias, géneros y especies) de dimensiones 2052 taxones vs. 700 celdas. Para generar los mapas de familias y géneros, se combinaron todos los mapas de los taxones inmediatos inferiores. En el caso de taxones monotípicos no hubo adición de distribuciones de taxones superiores, con el fin de evitar incluir un mapa dos veces.


  Protocolo de búsqueda de áreas de endemismos


  La matriz fue analizada con el algoritmo implementado en el programa NDM/VNDM versión 3.0 (Goloboff, 2004), en el cual se aplica el método de optimización de AE (Szumik et al., 2002; Szumik y Goloboff, 2004).


  El criterio implementado en NDM/VNDM da un índice de endemicidad a cada taxón endémico (e; índice de endemicidad del taxón), dependiendo de qué tan ajustada es su distribución a un conjunto de celdas (área de endemismo). Además provee un E, obtenido de la sumatoria de los e que la componen (Szumik y Goloboff, 2004). Un taxón tendrá un valor e máximo de "1" si se encuentra en cada una de las celdas evaluadas y está ausente en el resto de la gradilla. Cuanto menor sea el ajuste del taxón al área, menor será el valor de e. Por otra parte, el valor de E dependerá del número de taxones incluidos en el área, cuantos más taxones se consideren como endémicos, mayor será el valor de E (Szumik y Goloboff, 2004).


  Se hicieron búsquedas heurísticas con 50 réplicas cambiando la semilla aleatoria en NDM/VNDM (random seed) con números al azar entre 1 y 1000. El mayor número de áreas de endemismo se obtuvo con la semilla 125, los otros valores presentaron variaciones en el número de áreas inferiores al seleccionado (Material suplementario 1). Otros parámetros tomados en cuenta han sido previamente empleados en estudios similares (Szumik y Goloboff, 2004; Escalante et al., 2010): si habían subconjuntos, se permitió que se superpusieran; se guardaron aquellos con 50 % de especies únicas; la búsqueda de áreas se realizó con mínimo dos especies endémicas; se guardaron áreas con E mínimo de 2,0; se retuvieron áreas sub-óptimas de 0,9 y sin utilizar la opción de usar proporción del límite.


  Una vez que se obtuvieron las áreas de endemismo, se inspeccionaron las distribuciones de los taxones que conformaron cada área. Se determinó que los e que representan un mejor ajuste de la distribución del taxón con el conjunto de celdas (congruencia espacial de las distribuciones en la gradilla) podrían ser iguales o mayores a 0,6, por lo que dicho valor fue ingresado en el programa NDM/VNDM (Set minimun species score) para descartar los taxones que no cumplieron con esta condición y así recalcular los E de las áreas. Finalmente se obtuvo un consenso estricto con 30 % de similitud entre áreas de endemismo (Escalante et al., 2010); a través del consenso se combinaron todas las áreas que compartieron ese porcentaje de taxones endémicos (Aagesen et al., 2013). La lista de taxones endémicos, los valores de E y e obtenidos con NDM/VNDM fueron exportados y almacenados para describir las áreas de endemismo.


  Caracterización de áreas de endemismo


  Para obtener los mapas de las áreas de endemismo se inspeccionaron los mapas de distribución de los taxones endémicos con e > 0,6 y se verificó su simpatría, por lo que aquellas áreas que durante la inspección no presentaron simpatría de los taxones endémicos fueron descartadas. El mapa de cada área de endemismo se obtuvo uniendo los mapas de distribución de los taxones endémicos que la soportaron. Las áreas obtenidas fueron contrastadas con la propuesta de regionalización biogeográfica para la región Neotropical de Morrone (2014a) y se le asignaron nombres de acuerdo con la correspondencia encontrada para evitar crear nuevos nombres (Ebach et al., 2008). Las áreas identificadas que incluyeron dos o más unidades biogeográficas se denominaron como "uniones", mientras que las áreas identificadas que se encuentran entre dos unidades biogeográficas se denominaron "transiciones" (Ferro y Morrone, 2014). Dado que en panbiogeografía, la identificación de zonas de transición o áreas complejas ha sido realizada a través de la superposición de trazos generalizados (Morrone, 2006), de manera equivalente la superposición de áreas de endemismo permitió identificar ese tipo de áreas. Todas las áreas de endemismo identificadas fueron superpuestas con el fin de inspeccionar las zonas en donde los límites de las áreas de endemismo convergen o se cruzan, a esos sitios se les nombró como "áreas complejas".


  RESULTADOS


  Se identificaron 210 áreas de endemismo con E recalculados entre 0,63 y 9,25; de las cuales se descartaron 100 porque no cumplieron con el E mínimo de 2,0 o no presentaron simpatría de las distribuciones durante la inspección o fueron áreas parciales de filiación Neártica. Se conservaron para el análisis y procesamiento 110 áreas de endemismo con E entre 2,1 (3 taxones) y 15,1 (17 taxones). Durante la aplicación del consenso, 19 áreas se redujeron a diez áreas de endemismo consensadas y 91 se mantuvieron como áreas únicas, con lo que se generaron 101 áreas de endemismo finales. Se obtuvieron 498 taxones endémicos, compuestos por dos familias, 42 géneros y 454 especies. Los índices de endemicidad totales y de cada taxón, y los taxones endémicos se indican en el Material suplementario 2.


  A partir de la comparación con la regionalización de Morrone (2014a), se determinó que las 101 áreas de endemismo identificadas corresponden a 65 unidades biogeográficas o porciones de ellas: región Neotropical (nueve áreas), región Andina (tres áreas: ae 94-95-96), ZTM (cuatro áreas), ZTS (dos áreas), provincias (18), partes de diferentes unidades biogeográficas (32 áreas) y uniones/ transiciones entre unidades biogeográficas (33 áreas; Material suplementario 3).


  La riqueza de taxones endémicos de las áreas de endemismo correspondientes a los límites de la región Neotropical varía entre tres y cinco taxones endémicos. Las áreas de endemismo identificadas como región Neotropical (ae-1 a ae-9) mostraron límites variables, algunas de ellas sobrepasan el centro de México y sur de Brasil o están limitadas por los Andes (Fig. 1). Se identificaron dos variaciones de la ZTM como áreas de endemismo, la primera se extiende hacia el Altiplano Mexicano (ae 10-11-12; Fig. 2) y la segunda sólo incluye el sur de la ZTM (ae 13, Fig. 2). En el caso de la ZTS tan sólo la porción norte se caracterizó como área de endemismo (ae 14-15; Fig. 2).
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  A escala de subregión se identificaron cuatro áreas de endemismo: el sur de la Subregión Brasileña (ae 16, Fig. 2) y el sur occidente de la subregión Brasileña (ae 17-18-19; Fig. 2). A nivel de dominio o partes de dominio se identificaron las siguientes 15 áreas de endemismo (Fig. 2): dominio Mesoamericano (ae 20-21-22), dominio Mesoamericano y ZTM (ae 23), el norte del dominio Pacífico (ae 24-2526), occidente del dominio Pacífico (ae 27, ae 28 y ae 29), dominio Brasileño Boreal (ae 30-31), nororiente del dominio Chaqueño (ae 32) y dominio Paranaense (ae 33-34).


  En cuanto a provincias (P) o partes de ellas, fue necesario nombrarlas como norte o sur dependiendo de la provincia que intersectaron: Sierra Madre Occidental (ae 35; Fig. 2), sur de la provincia Sierra Madre Occidental (ae 36; Fig. 2), Sierra Madre Oriental (ae 37; Fig. 2), Tierras Altas de Chiapas (ae 38; Fig. 2), Península de Yucatán (ae 39; Fig. 2), Antillas Menores (ae 40; Fig. 2), Española (ae 41; Fig.2) , Jamaica (ae 42; Fig. 2), Puntarenas-Quiriquí (ae 43; Fig. 2), Magdalena (ae 44; Fig. 3), Guajira (ae 45-46; Fig.3) , Pantepui (ae 47-48; Fig. 3), Tierras Bajas de la Guyana (ae 49; Fig. 3), Sur oriente de P. Cerrado (ae 50; Fig. 3), P. Chaco (ae 51; Fig. 3), centro oriente de P. Chaco (ae 52; Fig. 3), norte de P. Chaco (ae 53; Fig. 3), Pampeana (ae 54; Fig. 3), norte de P. Rondônia (ae 55; Fig. 3), occidente de P. Rondônia (ae 56; Fig. 3), centro de P. Rondônia (ae 57; Fig. 3), norte de P. Puna (ae 58; Fig. 3), Sur de P. Puna (ae 59-60; Fig. 3), Tapajós-Xingú (ae 61-62; Fig. 3) y sur de P. Yungas (ae 63-64; Fig. 4).
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  Las siguientes áreas de endemismo aparecen superpuestas y fueron denominadas como transiciones entre provincias: P. Sierra Madre del Sur-P. Veracruzana (ae 65; Fig. 3), P. Chocó-Darién- P. Guatuso-Talamanca (ae 66; Fig. 3), Norte de P. Páramo- P. Guajira (ae 67; Fig. 3), P. Cauca-P. Puna (ae 68; Fig. 3), P. Tierras bajas de Guyana, P. Sabana y P. Venezolana (ae 69; Fig. 3), P. Rondônia-P. Ucayali (ae 70; Fig. 4), P. Napo-P. Rondônia-P. Ucayali (ae 71; Fig. 4), P.Pará-P. Tapajós-Xingú (ae 72; Fig. 3), P. Imerí- P. Madeira (ae 73; Fig. 3), Transición P. Atlántico-P. Caatinga- P. Cerrado- P. Paraná (ae 74; Fig. 3), P. Atlántico-P. Paraná (ae 75-76-77; Fig. 3), P. Cerrado-P. Paraná (ae 78; Fig. 4), P. Bosque de Araucaria-Sur de P. Paraná-Norte de P. Pampeana. (ae 79-80; Fig. 3) y P. Chaco-P. Monte-P. Puna (ae 81-82; Fig. 4).


  Cuenca del Balsas-P. Faja Volcánica Transmexicana (ae 83-84; Fig. 3), P. Tierras Bajas del Pacífico-P. Veracruzana (ae 85; Fig. 3), P. Cubana-P. Jamaica-P. Bermudas-P. La Española (ae 86-87; Fig. 3), P. Paraná-P. Atlántico (ae 8889; Fig. 4), P. Bosque de Araucaria-P. Paraná (ae 90; Fig. 4), P. Madeira-P. Rondônia (ae 91; Fig. 4), P. Desierto-P. Ecuatoriana (ae 92; Fig. 4) y P. Atacama-P. Desierto-P. Puna-P. Yungas (ae 93; Fig. 4).


  Aunque el objetivo de este estudio fue la identificación de áreas de endemismo en la región Neotropical, se lograron identificar tres áreas de endemismo (ae 94-95-96) que soportan a la región Andina como patrón biogeográfico (Fig. 1). Además se caracterizaron cuatro subunidades relativas a esta región (Fig. 4; P. Bosque Magallánico [ae 97], Unión P. Coquimbo-P. Santiago [ae 98], Unión P. Maule-P. Santiago-P. Coquimbo [ae 99-100] y Unión P. Patagonia Central-P. Monte [101]). Al inspeccionar la superposición de las áreas de endemismo se detectaron dos áreas complejas o de transición, una en América Central (Ac1; Fig. 5A) y otra que se extiende por los Andes hasta el norte de Argentina (Ac2; Fig. 5B).
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  DISCUSIÓN


  Las 101 áreas de endemismo sobrepasaron en más del 50 % a esquemas propuestos en otros estudios (Müller, 1973; Ringuelet, 1975; Cracraft, 1985; Haffer, 1985). El incremento en las áreas de endemismo identificadas y algunas incongruencias geográficas con respecto a propuestas previas, se argumentan en la capacidad del protocolo de optimización de encontrar áreas de endemismo superpuestas (Szumik et al., 2002; Szumik y Goloboff, 2004). Por otro lado, la decisión del tipo de consenso realizado y el valor de similitud del mismo puede afectar los resultados (Aagesen et al., 2013). Vale la pena anotar que una de las características del método AE es que con él no se obtiene un arreglo jerárquico de las áreas de endemismo, por lo tanto, el esquema de áreas de endemismo de mamíferos presentado aquí no es jerárquico. A pesar de esto y con el fin de asociar las áreas identificadas con áreas conocidas se decidió darles nombres de acuerdo a un sistema estándar (Morrone, 2014) y considerando la coincidencia espacial entre los dos sistemas.


  Las áreas de endemismo superpuestas, denominadas aquí como uniones o transiciones, podrían representar una visión más real de las relaciones ecológicas y biogeográficas de la biota (Casagranda et al., 2009). Por lo tanto, este esquema de áreas de endemismo de mamíferos podría representar una estructura no jerarquizada de los sistemas biogeográficos (Ruggiero et al., 1998; Casagranda et al., 2009).


  La región Neotropical identificada estuvo compuesta por nueve áreas de endemismo. En un sentido amplio se extiende desde el norte de México hasta el centro de Argentina, en el norte excluye el Altiplano Mexicano y la Península de Baja California, en el sur excluye a Chile y otras zonas de la región Andina. Se han propuesto límites y extensiones variados para definir la región Neotropical (Sclater, 1858; Sclater, 1895; Wallace, 1876; Hershkovitz, 1958; Cabrera y Willink, 1973; Udvardy, 1975; Morrone, 2001a; Kreft y Jetz, 2010; Solari et al., 2012; Holt et al., 2013; Morrone, 2014a) sin llegar a un acuerdo general.


  Al superponer las áreas de endemismo que integran a la región Neotropical se obtuvo un patrón con múltiples límites, lo cual caracterizaría al Neotrópico como un patrón dinámico. La dinámica es una característica de las áreas de distribución (Brown et al., 1996), consiste en la variación de los límites por interacciones ecológicas y relaciones históricas de las especies con el ambiente (Brown et al., 1996; Gaston, 2003). Posiblemente la variación en los límites de la región Neotropical se deba a la modificación conjunta de las áreas de distribución de los taxones endémicos, más que al grupo biológico estudiado o el método de análisis.


  Si se considera que las áreas de endemismo se definen a partir del análisis de las distribuciones de los taxones (Platnick, 1991; Szumik et al., 2002) y que esas distribuciones son dinámicas (Brown et al., 1996; Gaston, 2003), se podría pensar que la región Neotropical y las áreas de endemismo son entidades dinámicas que se restringen y extienden de acuerdo con los límites de distribución de los taxones endémicos. Por ejemplo, se ha propuesto la existencia de las zonas de transición con biota endémica en vecindad de las regiones Andina y Neártica (Morrone, 2006; Morrone, 2014a). Sin embargo muchas de las distribuciones de taxones neotropicales sobrepasan los límites de las zonas de transición (Sclater, 1858; Sclater, 1895; Wallace, 1876; Hershkovitz, 1958; Cabrera y Willink, 1973; Udvardy, 1975; Kreft y Jetz, 2010; Holt et al., 2013). De acuerdo con los resultados obtenidos, este principio de dinamismo se podría aplicar a otras unidades biogeográficas de menor tamaño, como lo indican las uniones y transiciones entre áreas de endemismo identificadas.


  Los límites geográficos entre las regiones Neártica y Neotropical son variados (Sclater, 1858; Sclater, 1895; Wallace, 1876; Hershkovitz, 1958; Cabrera y Willink, 1973; Udvardy, 1975; Morrone, 2001a; Kreft y Jetz, 2010; Holt et al., 2013), eso ha permitido la descripción de la ZTM (Morrone, 2006). Actualmente se considera que la ZTM estaría compuesta por cinco provincias biogeográficas: Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del Sur, Faja Volcánica Transmexicana y Tierras Altas de Chiapas (Morrone, 2014a). En este estudio se identificaron tres áreas de endemismo en la ZTM que difieren con las de Morrone (2006), lo cual indica la presencia de especies de mamíferos endémicos en territorios mayores a las montañas mexicanas, que a una sola provincia. Las distribuciones de los mamíferos en las ZTM suelen ser variables tanto para mamíferos como para otros grupos biológicos (Sclater, 1858; Sclater, 1895; Wallace, 1876; Hershkovitz, 1958; Udvardy, 1975; Kreft y Jetz, 2010; Holt et al., 2013), lo cual se puede reflejar en algunas diferencias parciales entre sistemas biogeográficos.


  La primera área de endemismo que hizo parte de la ZTM es un patrón incompleto definido como la unión de la Sierra Madre Occidental y Oriental con la Sierra Madre del Sur, la segunda porción sur integró a la Sierra Madre Oriental con la Faja Volcánica Transmexicana. Una tercera área de endemismo cubrió parte del Altiplano Mexicano, esta área de endemismo coincidió con la Zona de Transición Holártico-Neotropical de Hershkovitz (1969). Este autor mencionó que la restricción de algunas especies de mamíferos ocasionada por el levantamiento de las cadena montañosa centro americana y la interacción de biota de las dos regiones biogeográficas (Neártica y Neotropical), ocasionaron la existencia de un área de complejidad ecológica y biogeográfica con límites variables en la ZTM.


  Por otra parte, en este estudio se caracterizó a la región Andina como unidad biogeográfica separada de la región Neotropical, a diferencia de algunos esquemas biogeográficos en los cuales son una sola región (Wallace, 1876; Cabrera y Willink, 1973; Solari et al., 2012). Se ha propuesto que distintas fases de la evolución de América del Sur están relacionadas con la estructuración de las comunidades de mamíferos andinos, desde la separación de Gondwana hasta el Intercambio Americano (Goin et al., 2012). La evolución singular de la biota de la región Andina soporta la hipótesis de ser un área hermana de la ZTS (Morrone, 2014b) y el sur de Australia y África (Morrone, 2001b; Goin et al., 2012).


  Entre las regiones Neotropical y Andina se identificaron áreas de endemismo correspondientes a la ZTS. La ZTS es una área compleja que integra a casi todos los ecosistemas Andinos sudamericanos, actualmente está dividida en seis provincias (Morrone, 2006; Morrone, 2014a). Se recuperaron dos áreas de endemismo que estarían representando las provincias del norte y sur de la ZTS. En el norte, un área de endemismo integró a los Andes del norte con la Puna, mientras que el sur integró los Andes Centrales (Puna, Prepuna). El área de endemismo sur es congruente con los Andes Australes de Haffer (1985) y la provincia Cuyana Andes Sur de Ringuelet (1975). La existencia de las dos áreas de endemismo podría ser explicada por la fragmentación de los Andes (norte y sur), ocurrida durante la formación y continuidad del Portal Andino Occidental (Antonelli y Sanmartín, 2011).


  Las áreas de endemismo que coincidieron con los dominios Brasileño Boreal, Pacífico y Paranaense en la Amazonía, son patrones producto de varios eventos geológicos y cambios del paisaje (Antonelli y Sanmartín, 2011; Condamine et al., 2012), procesos de inmigración y extinción durante el Post-pleistoceno (Davis et al., 1988) y procesos de vicarianza ocurridos durante diferentes etapas de evolución del Neotrópico (Morrone, 2014b).


  Las áreas de endemismo identificadas como nororiente del dominio Chaqueño y la transición entre las P. Atlántico-P. Paraná coinciden con las áreas de endemismo de mamíferos denominadas como norte y sur del oriente de Brasil (Costa et al., 2000) y áreas de endemismo de aves conocidas como Amazónica (Cracraft, 1985) o Serra do Mar y Pernambuco en la costa atlántica de Brasil (Müller, 1973; da Silva et al., 2004). Posiblemente la separación y diferenciación de esos patrones estaría relacionada con cambios ambientales (Roig, 1994) y la evolución de la cuenca del Amazonas. Hace aproximadamente 35 millones de años la costa Atlántica de Brasil ha permanecido aislada por cuencas como el Paleo Orinoco, luego el sistema de Pebas y ahora el Orinoco y Amazonas que han permito la diversificación de diferentes tipos de especies (Antonelli y Sanmartín, 2011) entre ellas de mamíferos como primates y roedores (Solari et al., 2012). Las áreas de endemismo definidas como sur de la Subregión Brasileña y suroccidente de la Subregión Brasileña, son similares al área de endemismo centro sur de la Amazonia Inambari, explicada por la existencia de barreras para aves como las montañas andinas y los ríos Madeira, Madre de Dios y Marañon (Cracraft, 1985).


  El área de endemismo ae 22 fue denominada como dominio Mesoamericano y ZTM, la cual está caracterizada por tres especies Mephitis macroura, Choeronycteris mexicana y Leptonycteris yerbabuenae. Esta área de endemismo tuvo afinidad geográfica con la subregión América Central de Solari et al. (2012) y la unidad biogeográfica Centroamericana propuesta por Holt et al. (2013). En Mesoamérica se ha descrito un patrón de alta diversidad filogenética beta (Holt et al., 2013), por lo tanto, sería una zona con un alto intercambio en composición filogenética y especies restringidas, fenómenos que prueban la estrecha historia evolutiva y la identidad ecológica del área de la ZTM y gran parte de América Central.


  Las áreas de endemismo que coincidieron con partes de los dominios Paranaense y Chaqueño (se extienden por el noreste de la Argentina, este del Paraguay, sur y este del Brasil) y la unión de las P. de Araucaria-Sur P. Paraná-Norte P. Pampeana, podrían ser explicadas por conexiones y separaciones de los bosques en la subregión del Chaco ocurridas durante el Terciario, Oligoceno y Mioceno (Roig, 1994). Durante el Terciario, un clima templado permitió la existencia de un bosque continuo, el cual se extendió más al sur que en la actualidad y que se fragmentó durante el Oligoceno y Mioceno, debido a la aridez ocasionada por el ascenso de los Andes, con ello ocurrió también la expansión de la biota Chaqueña (Roig, 1994).


  Las provincias son las unidades básicas en la jerarquía biogeográfica (Escalante, 2009), sin embargo en este estudio se identificaron áreas de endemismo parcialmente congruentes con provincias, porciones de provincias, uniones y transiciones entre provincias. A estas áreas de endemismo se les asignó el nombre de la provincia o partes de las provincias con las cuales coincidieron. Se descartó el uso de los nombres de ríos, considerando que los límites de las áreas de endemismo identificadas no coincidieron con ninguno. En los mamíferos pocas especies se restringen a barreras rivereñas, sus distribuciones y procesos de especiación por ejemplo en la Amazonía estarían más relacionados con el levantamiento de los Andes y la modificación por largos periodos de tiempo de grandes cuencas (da Silva y Patton, 1998).


  Las provincias fueron nombradas considerando las coincidencias con la propuesta de Morrone (2014a), tan sólo 13 áreas de endemismo tuvieron coincidencia con áreas previamente identificadas: Antillas Menores, P. Chaco, P. Chiapas, P. Española, P. Guajira, P. Jamaica, P. Magdalena, P. Pantepui, P. Península de Yucatán, P. Puntarenas-Quiriquí, P. Sierra Madre Occidental, P. Sierra Madre Oriental y P. Tierras Bajas de la Guyana.


  El término de transición o unión se aplicó a 24 áreas de endemismo. La existencia de unidades que se sobreponen a unidades biogeográficas tradicionales ocurre a escalas de regiones como las ZTM y ZTS (Morrone, 2001b; Morrone, 2004; Morrone, 2006). Sin embargo, de acuerdo con los resultados, ocurren también a escala de provincia. Las uniones y transiciones de áreas de endemismo serían zonas de intercambio biótico o podrían presentar identidad al estar soportadas por taxones endémicos propios, atributo que caracteriza por ejemplo a las zonas de transición (Morrone, 2006). Posiblemente, la presencia de áreas de endemismo anidadas y no anidadas estarían otorgando una idea más clara de cómo ocurren los patrones biogeográficos en la naturaleza (Casagranda et al., 2009), por lo tanto también serían producto de interacciones ecológicas e históricas tal como ocurre con las distribuciones de los taxones. A futuro se debe explorar la idea de que los fragmentos de provincias sean consideradas como distritos biogeográficos, la disminución de la escala de trabajo posiblemente permitiría su validación y también la identificación de nuevos patrones de transición.


  Áreas complejas


  Los límites y superposición de las áreas de endemismo estarían estructurando al menos dos áreas complejas de intercambio biótico, coincidentes con las zonas de transición Mexicana y Sudamericana. En las dos áreas complejas se ha propuesto la existencia de una mezcla de diferentes elementos bióticos, promovidos por cambios históricos y ecológicos (Morrone, 2006). La primera área compleja concuerda con la ZTM (Morrone, 2006) con un centro identificado en el intercepto de máxima intersección de áreas de endemismo en las provincias Sierra Madre Oriental y el Faja Volcánica Transmexicana. La segunda concuerda con la ZTS (Morrone, 2006) con aproximadamente cinco centros de máxima convergencia de límites de áreas de endemismo (provincia Maracaibo en la Guajira Colombiana, provincia Norandína, provincia Occidente del Ecuador, el centro de la provincia Prepuna y el centro de la provincia Puna; sensu Morrone, 2001a). Las dos zonas de transición son áreas de alta complejidad biótica (Morrone, 2006), riqueza y/o diversidad filogenética (Holt et al., 2013), por lo tanto la congruencia de las múltiples áreas de endemismo soportan muy bien su caracterización.


  En América del Sur se han descrito patrones de variación en los valores de anisotropía (la ocupación heterogénea en el área de distribución; Ruggiero et al., 1998) los cuales coinciden parcialmente con las áreas complejas identificadas; mientras que los centros de las áreas complejas coinciden o son vecinos de sitios con altos valores de resistencia ambiental (ver Ruggiero et al., 1998). Esto indicaría que las áreas complejas identificadas también son influenciadas por la topografía de la zona, así las áreas de endemismo que integran a las áreas complejas podrían tener mayor heterogeneidad y asimetría en la presencia de cadenas montañosas en el occidente de Sudamérica como ocurre con las distribuciones de los mamíferos (Ruggiero et al., 1998). Considerando que las áreas complejas de la ZTM se encuentran en el sistema montañoso de Mesoamérica, estas áreas podrían tener una fuerte influencia de la topografía como ocurre en la ZTS.


  Desde otra perspectiva, el componente topográfico también explicaría las mayores concentraciones de áreas de endemismo identificadas hacia el costado occidental de Sudamérica y en Mesoamérica. Aunque en este estudio se hizo una primera aproximación para describir las zonas complejas a partir de las áreas de endemismo, son necesarios criterios y métodos analíticos-descriptivos para precisar el número, forma, tamaño y localización de las zonas complejas a partir de las áreas de endemismo.


  CONCLUSIONES


  Los patrones de endemismo de mamíferos coincidieron parcialmente con sistemas de áreas de endemismo propuestos por otros autores. La congruencia de algunas áreas de endemismo neotropicales con otros esquemas biogeográficos, permite sugerir que factores como el levantamiento de los Andes, la evolución del Amazonas y los cambios de vegetación a través del tiempo han estructurado las áreas de endemismo de los mamíferos dentro de un sistema biogeográfico no jerarquizado. La coincidencia parcial se debió a la identificación de áreas de endemismo denominadas como transiciones o uniones; ese tipo de incongruencias, entre áreas de endemismo identificadas y sistemas de regionalización propuestas, han sido reportados para la Patagonia y el Neotrópico (Casagranda et al., 2009; Löwenberg-Neto y de Carvalho, 2009).


  Los sistemas de regionalización biogeográfica propuestos actualmente (Sclater, 1858, Sclater, 1895; Wallace, 1876; Cabrera y Willink, 1973; Udvardy, 1975; Kreft y Jetz, 2010; Holt et al., 2013), consideran la jerarquización de las unidades biogeográficas con límites más o menos definidos. Sin embargo, en este estudio se comprobó que la existencia de transiciones dificulta la diferenciación de niveles biogeográficos, y para su ordenamiento habría que profundizar en la explicación de factores que interactúan en la conformación de transiciones a niveles de provincia y distrito biogeográficos.


  Los patrones de endemismo analizados a nivel de provincia parecen ser más congruentes con provincias tradicionalmente reconocidas, los niveles mayores como las subregiones no pudieron ser totalmente caracterizados ya que hubo poca simpatría en las distribuciones a esa escala.


  La propuesta de las 101 áreas de endemismo identificadas para los mamíferos neotropicales puede ser tomada como una hipótesis de homología biogeográfica primaria en el Neotrópico y puede ser incluida en la priorización de áreas en planes de conservación, pero el avance hacia un análisis de ensambles de especies como el de Müller (1973), probaría la existencia de los patrones de transición identificados. Se ha mencionado que el conocimiento de las especies neotropicales y sus distribuciones aún es inadecuado para proponer una clasificación biogeográfica (Solari et al., 2012), sin embargo pensamos que esta primera propuesta será útil para futuras comparaciones. Con este estudio se aporta al conocimiento de las áreas de endemismo en la región Neotropical, lo cual permitirá avanzar en la explicación y propuestas de escenarios evolutivos y relaciones de especies endémicas y áreas de endemismo de mamíferos.
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  ABSTRACT


  This paper presents information about the species richness and abundance of orchid bees in the transitional area between the Cerrado and the Amazon Forest in the Xingu river basin. The males were collected in a forest fragment in the municipality of Ribeirão Cascalheira, northeast Mato Grosso state, Brazil, between 1 and 5 November 2011. Benzyl benzoate, 1.8 cineole, eugenol and vanillin were used as baits, to attract the bees using insect nets and methyl salicylate was used only in the bottle traps. A total of 168 males belonged to four of five Euglossini genera distributed among 16 species were recorded. The greatest species richness was registered in the genus Euglossa, however Eulaema nigrita, was the most abundant Euglossine species in the community. The species richness varied between the edge and the first point within the fragment. The males were more active between 10:00 and 11:00 h, and the 1.8 cineole was the most attractive substance. The fragment studied contained representative species richness of orchid bees in a region of widespread environmental heterogeneity, which is still largely unknown as regards its pollinators and deserves attention for the compilation of new inventories.


  Keywords: attraction efficiency, baits, Brazil, fragmentation, pollinators.

  


  RESUMEN


  En este trabajo se presenta información sobre la riqueza de especies y abundancia de Euglossini en la zona de transición entre el Cerrado y la selva amazónica, en la cuenca del río Xingu. Las muestras se recogieron en un fragmento de bosque en el municipio de Ribeirão Cascalheira, nordeste de Mato Grosso, Brasil, entre el 1 y 5 de noviembre de 2011. Las sustancias puras de benzoato de bencilo, 1,8 cineol, eugenol y la vainillina fueron utilizadas como cebos para atraer los machos usando red de insectos aunque el salicilato de metilo se utilizó en trampas pasivas. Un total de 168 machos pertenecientes a cuatro géneros fueron registrados, distribuidos en 16 especies. La mayor riqueza de especies se registró en el género Euglossa, aunque Eulaema nigrita fue la especie más abundante en la comunidad. La riqueza de especies varió entre el borde y el primer punto dentro del fragmento. Los machos de abejas de orquídeas eran más activos entre 10:00-11:00 h, y el 1,8 cineol fue la sustancia pura más atractiva. El fragmento estudiado contenía un alto grado de riqueza de especies de abejas de orquídeas en una región de heterogeneidad ambiental extensa, que sigue siendo en gran parte desconocido con relación a su fauna de insectos polinizadores y merece la atención para la elaboración de nuevos inventarios.


  Palabras clave: cebos, Brasil, eficiencia de atracción, fragmentación, polinizadores.

  


  INTRODUCTION


  Orchid bees comprise the tribe Euglossini (Hymenoptera: Apidae) and are distributed exclusively in the Neotropical region, with greatest biological diversity in the warm and humid equatorial zones (Dressler, 1982). These corbiculate bees have also been reported in the Cerrado (Carvalho and Bego, 1996; Alvarenga et al., 2007), Pantanal (Anjos-Silva, 2006a), Caatinga (Aguilar, 1990; Neves and Viana, 1999), gallery forests (Neves and Viana, 1999; Anjos-Silva, 2006b; Anjos-Silva et al., 2006) and even in high altitude regions, such as the Andes (Ramírez, 2005; Ramírez, 2006; Parra and Nates-Parra, 2012).


  For Brazil there are more than 200 known species of Euglossines distributed among five genera: Aglae Lepeletier and Serville, 1825 (= Ag.), Eulaema Lepeletier, 1841 (= El.), Eufriesea Cockerell, 1908 (= Ef.), Euglossa Latreille, 1802 (= Eg.) and Exaerete Hoffmannsegg, 1817 (= Ex.) (Ramírez etal., 2002; Anjos-Silva, 2007; Anjos-Silva, 2008; Anjos-Silva, 2010). Euglossines are capable of flying long distances (« 23 km) in continuous tropical forests (Janzen, 1971), are highly vagile and visit the flowers of more than 30 plant families (Lloyd and Barret, 1996), including more than 2000 species of orchids (Ramírez et al., 2002; Cameron, 2004).


  In Brazil, studies on communities Euglossini are more frequent in the Central Amazon region (Powell and Powell, 1987; Becker et al., 1991; Morato et al., 1992) and northeast of the São Paulo state (Rebêlo and Garófalo, 1991). These studies are restricted in the Cerrado, and still scarcer in the Cerrado-Amazon Forest ecotone (Mesquita-Neto et al., 2012). The larger geographical gap in the diversity of Euglossini for these regions is certainly related to the few samplings (Nemésio and Silveira, 2007), or only basic information such as the geographical distribution of species (Silveira and Campos, 1995). The Euglossines collect aromatic compounds in plants and one hypothesis is that substances such as terpenes and sesquiterpenes, for example, are used as sexual pheromones (Williams and Whitten, 1983). Such substances, analogous to those recorded in orchid flowers, have been produced synthetically and their use has enabled significant advances in our understanding of this peculiar insect fauna, especially because certain pure substances was tested to attract the orchid bee males, which has made this a widespread technique allowing for the compilation of inventories in various neotropical regions (Williams and Whitten, 1983).


  Prior to this discovery, orchid bees sampling relied mostly on capturing bees foraging in flowers (see Sakagami et al.,1967). Through the use of baits to attract orchid bees, the daily and seasonal patterns can now be observed and understood as similar to those observed in the actual plants visited, making it possible to obtain precious information about the patterns of species diversity, population density, seasonal and geographic variation, activity times, as well providing useful data as regards the male longevity, age structure and specificity of bee attraction to the chemicals used in the Neotropics (Ackerman, 1983; Oliveira and Campos, 1995; Rebêlo and Garófalo, 1997; Peruquetti et al., 1999; Bezerra and Martins, 2001).


  The number of males visiting the pure substances reflects emerging patterns and is correlated to the males' searching for natural resources (nectar and pollen) and, consequently, may indicate the abundance of males in a given geographic region (Ackerman, 1983; Roubik and Hanson, 2004). The significant biological diversity, the variation in male abundance and the ecological importance of orchid bees in several neotropical ecosystems suggest that these bees could be considered bioindicators of the quality of the pollination environmental services in natural, semi-natural, conserved and protected areas (Tonhasca Jr. et al, 2002; Souza et al., 2005).


  The Euglossines are therefore suitable subjects for studies into the direct and indirect effects of forest fragmentation on the structure and dynamic of biological communities throughout the neotropic ecozone (Becker et al., 1991; Brosi et al., 2008; Brosi, 2009; Andrade-Silva et al., 2012). In this context, this paper aimed to verify the species richness and abundance of Euglossini in the transitional forest between the Cerrado and the Amazon Forest, presenting preliminary data for the municipality of Ribeirão Cascalheira, in the Xingu river basin, eastern Mato Grosso state, Brazil. We hope that the study area has a high species richness of Euglossini compared with other studies due to the wide availability of microhabitats that region.


  MATERIALS AND METHODS


  Study area


  This study was performed in a forest fragment at the Destino Farm (1.535m2) (12°52'12.5" S and 52°05'8.5" W) in the municipality of Ribeirão Cascalheira, northeast Mato Grosso state, Central Brazil (Fig. 1). The fragment is isolated from other fragments by a distance greater than 30 m and is surrounded by a matrix of low biomass and grazing. This region represents the transitional area between the Cerrado and the Amazon Forest (Ratter et al., 1978), characterised by pre-Amazonian forest formations, as well as savannahs and forests typical of the Brazilian Cerrado (Marimon et al., 2006). The region climate is humid tropical with a well-defined dry season, precipitation of less than 100 mm in the driest month, and mean temperature above 18°C in the coldest month. Mean annual precipitation of 1900 mm, and there two well-defined seasons, with the peak of the dry season occurring between June and September, and intense rains between December and March (Peel et al., 2007).
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  DATA COLLECTION


  Sampling of Euglossini and methodological procedures


  For sampling the males, the baits benzyl benzoate, 1.8 cineole, eugenol and vanillin were used with the aid of insect nets, while methyl salicylate was used in bottle traps (modified Campos et al., 1989). Further information about collection techniques for sampling orchid bees can be found in Lopez (1963), Sakagami et al. (1967), Bennett (1972), Folsom (1985) and Campos et al. (1989).


  Specimens were collected from 1 to 5 November 2011 seven 80 m transects with baits were established to collection, 150 m apart, starting at the edge and moving into the forest fragment. In the active collection (insect nets) the transects (n = 4) were defined alternately with the transects of the bottle traps (n = 3). In each of the transects three sequences of four pure substance were arranged, consisting of a cotton pad attached to the branches of the trees transversal to the main line, totalling four substances per transect.


  For each of the seven transects a sequence of the pure substances was arranged as follows: the first sequence was established at the edge of the fragment, the second 40 m from the edge, and the third 80 m from the edge. In each transect, each of the substances were placed 5 m apart and in the following order: benzyl benzoate, 1.8 cineole, eugenol and vanillin (the last diluted in alcohol) (Fig. 2). Due to the different evaporation rates, a 1 ml refill was added to each pure substance every hour during the sampling (Anjos-Silva, 2007).
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  Four collectors (one per transect), equipped with insect nets simultaneously inspected the scent baits in each transect of the fragment at 20-minute intervals, between 08:00 and 16:00. The bottle traps soaked with methyl salicylate bait was distributed in similar way of insect nets collections, resulting in a sampling effort of eight hours per day per collector during five consecutive days.


  The bottle traps were set between 07:00 and 08:00 and inspected daily, after 16:00, when the captured specimens were collected during four consecutive days and preserved in 70 % alcohol solution and then identified (collection permit IBAMA/SISBIO #12778-1). Voucher specimens were deposited in the collection of the Laboratory for Neotropical Bees and Wasps (LABEVE), Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus Cáceres, Mato Grosso, Brazil.


  DATA ANALYSIS


  Absolute and relative frequency calculations were made for the Euglossini bees collected attracted to the pure substances using insect nets and bottle traps methods. A Student's t-test (Zar, 1999) was conducted to verify if the bees' visiting frequency differed in relation to the type of attractive substance. Histograms of abundance were plotted to illustrate the number of individuals related to the time interval and the preference for chemicals. Statistical analyses were performed using routines on the statistical platform R (R Development Core Team, 2011).


  The species richness was estimated using a nonparametric first-order Jackknife estimator with 100 randomizations (Colwell and Coddington, 1994), with continuous control of the sampling effort. The species richness procedure was calculated using EstimateS software (Statistical Estimation of Species Richness and Shared Species from Samples) version 7.5.0 (Colwell, 2005).


  The abundance data were expressed as logarithms to illustrate the rank species abundance. The 1-way ANOVA was used to verify the existence of any difference in the species richness between the edge (P1) and the interior of the forest fragment, 40 m in (P2) and 80 m in (P3) from the edge, and also to compare the males' visiting frequency to the three most attractive chemicals. To perform the ANOVA, the data were expressed as logarithms and after verifying any differences between the groups compared by the 1-way ANOVA, a Tukey's test was performed to detect such difference. The level of significance considered for the analyses was 5 %. The ANOVA and t Test analyses were performed once the premises of data homogeneity and normality of variance were analysed (Zar, 1999).


  RESULTS


  The orchid bee community


  A total of 168 male orchid bees were collected during the sampling, distributed among the genera Eulaema (four species), Eufriesea (one specie), Euglossa (ten species) and Exaerete (one specie), and belonging to 16 species. The genus with the greatest male abundance was Eulaema (106 ââ ; 63 %), while the least abundant was Exaerete (7 ââ; 4 %). The most abundant species was represented by El. nigrita (40 %), El. cingulata (19 %) and Ef. surinamensis (11 %).


  In the bottle traps only eight individuals (4.76 %) belonging to five species were recorded, with Ef. surinamensis the most representative. A total of 160 males (95.24 %) belonging to 16 species were collected using insect nets, with El. nigrita and El. cingulata being the most abundant species (41.88 % and 20 %, respectively) in the community (Table 1).
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  There has been a disparity in the species abundance of orchid bees, with several species represented by many individuals and other species represented by few individuals in the community (Fig. 3).
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  The species richness and the males' abundance were lower at the edge of the fragment (P1), where 48 males belonging to six species were collected. At the mid-point of the fragment (P2) 71 males were captured, distributed among 16 species. At the innermost point of the forest fragment (P3) 49 males were recorded belonging to 11 species. Such differences in the abundance of males could be explained by chance (F(2 31) = 0.666; p = 0.52). However, when we observed the Euglossine species richness in the study area, we found a difference between the points at the edge and the interior of the forest fragment (F = 4.012; p = 0.024) (Fig. 4).


  [image: ]


  The Tukey's test demonstrated that the difference is found between the edge point (P1) and the mid-point (P2), since P2 showed 11 more species than P1, and chance was not sufficient to explain such a difference (p = 0.018; g.l = 50). However, no difference was observed between P1 and P3 (p = 0.387, g.l = 50), nor between P2 and P3 (p = 0.286; g.l = 50).


  Activity times of male orchid bees


  The most intense activity of the orchid bee males was observed in the matutinal period, especially between 10:00 and 11:00 (Fig. 5a). The 1.8 cineole attracted 91 males (54.16 %) belonging to 15 species (78.95 %), followed by the eugenol, with 40 males (23.81 %) and belonging to eight species (4.76 %) and the vanillin, which attracted 28 males (16.66 %) from ten species (52.63 %). The 1.8 cineole was, therefore, more attractive than the eugenol, vanillin and the benzyl benzoate (Fig. 5 b) in the Xingu basin, seeing as the 1.8 cineole attracted on average 2.28 more individuals than the other baits put together. In this case, the difference cannot be explained by chance (t = 3.453; g.l = 32; p = 0.001).
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  Among the most abundant species captured with insect nets, the El. nigrita males showed a preference for the 1.8 cineole (n = 67; 91.04 %), whereas El. cingulata preferred the eugenol (n = 32; 87.5 %), and the Ef. surinamensis were most attracted to the vanillin (n = 15; 93.33 %). In other way, only one Eg. ignita male was captured, attracted to the benzyl benzoate.


  When comparing the frequency of the male visits to the three most attractive pure substances (1.8 cineole, eugenol and vanillin), a significant difference was also found between the males' preferences (F ) = 5.49; p = 0.009) (Fig. 6). By means of the Tukey's test it was possible to affirm that the 1.8 cineole attracted 2.47 times more males than the eugenol (p < 0.001) and 1.94 times more than the vanillin (p = 0.04), which differences cannot be explained by chance. However, when comparing vanillin and eugenol, the differences were not found to be significant (p = 0.848).
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  DISCUSSION


  The distribution of the orchid bee males among the species was similar to the results obtained in other studies (Ricklefs et al., 1969; Ackerman, 1983; Ramalho et al., 2009), in line with the tropical patterns, with numerous individuals distributed among few species, and numerous species with little representation in the community.


  The higher species richness of the genus Euglossa follows the patterns already observed in other inventories (Brito and Rêgo, 2001; Anjos-Silva, 2008; Ramalho et al., 2009; Anjos-Silva, 2011), which is represented by species that prefer humid environments, but that occurs in regions with Amazon-like climate and vegetation (Anjos-Silva, 2011).


  The genus Eufriesea was the third most abundant, but less diverse, represented by 19 Ef. surinamensis males. All the species of this genus are highly seasonal and begin their foraging activities early in the wet season and remaining active during the rainy season (Ackerman, 1983; Cameron, 2004), but one exception exists for Ef. Pulchra observed in August, during the dry season (Anjos-Silva, 2010). The presence of just one species of this genus in the fragment studied must be related to the start of the rainy season in this region of Mato Grosso.


  Of all the species recorded, the most abundant was El. nigrita, a common species in the Pantanal wetlands (Anjos-Silva, 2006b) and in the Cerrado (Nemésio and Faria Jr., 2004), typical of open and relatively dry landscapes and in the transitional zone between the Cerrado and the Amazon Rainforest (Rebêlo and Silva, 1999). It is a bioindicator of environmental impacts as it is abundant in disturbed areas (Carvalho Filho, 2010), probably due to their physiological plasticity, which makes these bees resistant to conditions of environmental stress (Silva et al., 2009).


  El. cingulata is a polytypical species (according to Engel, 2014) and was the second most abundant species in the community, which has a wide geographic distribution, reported from the North of Mexico to Bolivia and the South of Brazil (Ramírez et al., 2002; Anjos-Silva, 2007).


  The Euglossine species richness registered in the northeast of Mato Grosso is considerable and stands out in relation to other Brazilian states. In a seasonal forest in the state of Rio de Janeiro, 4069 males were collected belonging to 13 species of the four genera recorded here (Aguiar and Gaglianone, 2008). Peruquetti et al., (1999) collected 308 males belonged to 15 species and 893 males belonged to ten species in remnant areas of Atlantic forest of Minas Gerais, respectively. At the end, they produced a list of 57 recorded species in the Atlantic forest, based on the literature (Peruquetti et al., 1999).


  In Maranhão, where orchid bee species richness is considered higher, seven different environments were samples, registering 44 species (Rebêlo and Silva, 1999). In fragments of firm ground in the Amazon 290 males from 16 Euglossini species were collected, but by using McPhail traps (Becker et al., 1991). In the first systematic inventory compiled in Mato Grosso state, 264 males from 35 Euglossini species were captured, of which 13 species were found in the Pantanal (Anjos-Silva, 2006b), 17 species in the Cerradão and 25 in gallery forest areas in the Chapada dos Guimarães National Park (Anjos-Silva, 2006a). These works demonstrate the scarcity of data for Mato Grosso, which possesses a great variety of phyto-physiognomies distributed in the Cerrado, Amazon and Pantanal regions, including the transitional zone between the Cerrado and the Amazon Rainforest.


  The five Euglossini genera already reported in the state of Mato Grosso (Anjos-Silva and Rebêlo, 2006) were all recorded in this study with the exception of Aglae (Anjos-Silva et al., 2006), which has not yet been recorded in the Xingu river basin (for additional information's, see Silva etal., 2013).


  The fact that no significant differences were found in the abundance between the edge and the interior of the forest fragment might be related to the high vagility of the orchid bee males, capable of travelling long distances (Janzen, 1971; Kroodsma, 1975). However, we can note that the species richness registered at the edge point (P1) significantly differed to one of the inner points (P2). This result may be related to the fact that the edge of the fragment contains fewer resources for foraging bees in search of fragrances, suggesting less activity of males at the edge of forest fragments.


  In this regard, Morato (1994) observed greater abundance of these bees further inside the forest (58.7 %) and less abundance at the edge of the fragment (27 %) and in pastures (14.2 %). Brosi et al., (2008), meanwhile, reported that Euglossini bees are severely affected by forest fragmentation, with reduced abundance at the edge of forests near pasture (15 %), and with no male catalogued outside the forest fragment.


  There are several possible factors behind the species richness and abundance oflocal Euglossini bees, to the extent that ecological theory suggests that the abundance of food resources would benefit large populations and that diverse food sources would favour greater richness of consumer species (Silveira et al., 2002). Variations in the species richness of Euglossini between different neotropical regions may be attributed to the differences in collection methods, the types of traps used, the types of pure compounds used (Ramírez et al., 2002), as well as the sampling effort and, above all, the geographic region and time of the year and whether an inventory is compiled.


  The results presented here for the northeast of Mato Grosso are preliminary, but provide indications of the considerable species richness of orchid bees in the Cerrado-Amazon Rainforest transitional zone, bearing in mind that in this study the estimated species richness is relatively high, despite only one single forest fragment being sampled. New inventories made over longer sampling periods are required at other sites and at different times of the year in order to discover this exuberant native bee fauna.


  The Euglossines observed in this study displayed the highest level of activity between 10:00 and 11:00, with the increase in temperature and lower humidity interfering in foraging activities, which is in line with existing literature (Dodson et al., 1969; Braga, 1976; Oliveira, 1999; Brito and Rêgo, 2001; Santos and Sofia, 2002). Fragrance collection by the males is unquestionably more intense during the morning (Dressler, 1982), and one of the possible biotic factors that influences the males' activity is the production of odorous compounds by the plants (Oliveira, 1999).


  The low foraging activity of Eulaema and Euglossa males in the afternoon might be a response to the normal abundance patterns of sources of fragrances (Armbruster and Berg, 1994). For the pollinators to visit the flowers at times of the day when the temperature is lower, the flower must offer a reasonable quantity of resources, such as nectar, for the bee to be able to regulate its body temperature (Heinrich and Raven, 1972).


  In our study the active collection (insect net) was more efficient, attracting 95.45 % of the males compared to the passive collection (PET bottle traps). In our study area, the baits in the bottle traps attracted specimens of the Eufriesea, Eulaema and Exaerete, however Ef. surinamensis was the most abundant species (50 %) in the community using this method. In the studies conducted in the northeast of Brazil, this type of trap failed to sample any specimen of the Eufriesea genus, as observed in Bahia (Neves and Viana, 1997; Viana et al., 2002) and Pernambuco (Bezerra and Martins, 2001).


  Viana et al. (2002) catalogued five Euglossine species belonged to three genera in the restinga (salt marsh) vegetation in Bahia state using insect net and also capturing individuals on flowers by the sweeping method. Ramalho et al. (2009) captured 4094 individuals belonging to 17 species from three genera (Euglossa, Eulaema and Exaerete) over the course of one year in five fragments of Atlantic Forest, using bottle traps.


  The most appropriate method for capturing orchid bees can vary according to the logistics of the work and the collection site, and although one technique or another may be the most commonly employed and recommended for bee surveying. The best results in species numbers registration are obtained when multiple methods are used with this purpose (Pinheiro-Machado and Silveira, 2006). Therefore, the associated use of different methodologies becomes complementary for bee sampling and allows the results to cover a greater number of bee specimens from different species, thus producing a sample of greater significance and amplitude (Smith-Pardo and Gonzales, 2007).


  As regards the preferred baits, we observed that cineole, eugenol and vanillin were the most attractive to males, in agreement with Brito and Rêgo (2001), who found that the most attractive essences were cineole (44.32 %), eugenol (19.49 %), methyl salicylate (19.0 %) and vanillin (16.92 %), with the exception of the order of vanillin and methyl salicylate.


  Cineole, vanillin and methyl salicylate have proven to be efficient chemicals in attracting orchid bee specimens for capture, where the cineole is generally the most efficient substance in terms of abundance of males attracted, followed by the vanillin and the methyl salicylate (Neves and Viana, 1999), corroborating with the results achieved in this study, since of the four baits used cineole attracted significantly more bees.


  The El. nigrita, Ef. surinamensis and El. cingulata species have been frequently sampled in studies to assess bait preferences for Euglossines in different regions of Brazil (Peruquetti et al., 1999; Santos and Sofia, 2002; Anjos-Silva et al., 2006; Anjos-Silva, 2010).


  It is important to highlight that the bees' preference for a certain type of chemicals should be evaluated with great care, since there are several intrinsic and extrinsic factors that may influence this choice. For example, the wind or sunlight may affect the level of volatility of the fragrance at collection sites. Cineole, for instance, has a low molecular weight and is therefore a very volatile substance, which can be dispersed more easily and attract individuals from afar (Silva and Rebêlo, 2002).


  Carvalho et al. (2006) stress that the differences reported under artificial conditions may result from competitive interactions for the exploration of floral resources, as several plant species may be visited by Euglossini species. A greater quantity of visits occurs, especially when the same source of odours is explored by the males.


  Due to the lack of studies that evaluate the foraging sites of orchid bees in Amazon forest fragments, it cannot be affirmed that the bees tend to forage at the centre of the fragments, although orchid bees can travel across great distances (Janzen, 1971; Williams and Dodson, 1972). The need arises, therefore, to conduct new studies in different sized fragments with the aim of achieving solid scientific grounds to confirm this hypothesis.


  CONCLUSION


  We have demonstrated that the fragment studied in the Xingu Basin presented a considerable species richness of orchid bees in a region of ample spatial heterogeneity, resulting in the need for further studies in this transitional region, given the lack of data.


  We observed that the most efficient technic for sampling orchid bees in the Xingu Basin was the insect net. However, the use of multiple methods is also important, allowing the collection of a greater number of bees of different species and thus providing a faunal sample of greater significance and amplitude in the Neotropics.


  In relation to the orchid bee males' activity times, the reduced foraging of these bees in the afternoon may be due to the males' response to the patterns of supply of the floral fragrances in the environments studied.


  We found that cineole was the most attractive chemical, supporting the results of other studies that have evaluated bait preferences among Euglossines. However, the use of different kind of chemicals is important in faunal surveys, allowing for a more complete sampling and thus better understanding of the orchid bees in the Neotropical region.
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  RESUMEN


  Se analizó la variación espacio-temporal de la abundancia de las mariposas de la subfamilia Biblidinae (Lepidoptera: Nymphalidae) en un fragmento de Bs-T en la Reserva Campesina La Montaña (RCM), Atlántico, Colombia; desde enero hasta agosto de 2011. Se marcaron cuatro puntos dentro del área de estudio, donde se ubicaron trampas Van Someren-Rydon cebadas con calamar en descomposición, fruta fermentada y con una mezcla de los anteriores cebos. Adicionalmente, se realizó una caracterización de la vegetación por punto, para lo cual se tomaron datos de diámetro a la altura del pecho (DAP), altura y tamaño de la copa para todas aquellas plantas leñosas con DAP mayor o igual a 2,5 cm. Se capturaron 76 individuos agrupados en seis especies y cuatro géneros; destacándose Hamadryas februa (Hübner) como la más dominante con 32 individuos. El mes de marzo presentó la mayor riqueza y abundancia (6 especies y 25 individuos) durantes las primeras lluvias en la zona. El punto 3 presentó los valores más altos de diversidad y abundancia de Biblidinae (5 especies y 37 individuos) y la mayor densidad de árboles (D= 0,28 individuos/m2). Se demuestra que la estructura de este grupo de mariposas presenta un patrón temporal y espacial en esta reserva. El análisis de componentes principales demostró que el área basal total (ABT) y la Densidad (D) de plantas leñosas, pueden considerarse como un factor determinante en la distribución y abundancia de las especies de la subfamilia Biblidinae en la RCM.


  Palabras clave: abundancia, Biblidinae, densidad, Hamadryas februa, Van Someren-Rydon.

  


  ABSTRACT


  The abundance and spatio-temporal variation of butterflies of the Biblidinae subfamily (Lepidoptera: Nymphalidae) in a fragment of Tropical dry forest at the Reserva Campesina La Montaña (RCM), Atlántico, Colombia; from January until August 2011, was analyzed. Within the study area four points were marked; Van Someren-Rydon traps were placed.in each point using rotten squid, fermented fruit and a mixture of both as bait. In addition, a characterization of the vegetation by point was performed, taking data of the diameter to the breast height (DBH), height and size of treetop of all woody plants with a DBH greater than or equal to 2.5 cm. In total 76 butterfly individuals grouped in six species and four genera were captured; being Hamadryas februa (Hübner) the most dominant with 32 individuals. The greatest richness and abundance was recorded in March (6 species and 25 individuals), during the first rains in the study area. The point 3 presented the highest values of diversity and abundance (five species and 37 individuals) of Biblidinae and the higher density of trees (D= 0,28 individuals/m2). The structure of this butterflies group presents a spatio-temporal pattern in this reserve. The principal components analysis showed that the total basal area (ABT) and the density (D) of woody plants, can be considered a determining factor in the distribution and abundance of species of the subfamily Biblidinae at the RCM.


  Keywords: abundance, Biblidinae, density, Hamadryas februa, Van Someren - Rydon.

  


  INTRODUCCIÓN


  El Bosque Seco Tropical (Bs-T) es uno de los ecosistemas más amenazados en Colombia. Los remanentes con el mayor grado de perturbación se localizan en el Caribe y los valles interandinos (Cauca y Magdalena), donde los procesos de intervención como la expansión de las actividades agropecuarias y el aumento de la densidad poblacional han originado el reemplazo de la cobertura vegetal, dejando remanentes aislados que pueden perder su viabilidad para mantener sus componentes y procesos biológicos (Álvarez et al., 1998). Debido a esta problemática, se hace necesario determinar el estado de conservación de estas áreas, así como los efectos que causa el deterioro de estos bosques en las poblaciones naturales, esto puede lograrse a través de la identificación de especies que reflejen el grado de conservación de estos ecosistemas, tales como las mariposas (Papilionoidea), las cuales son sensibles a los procesos de perturbación (Andrade-C, 1998; Brown Jr y Freitas, 2002). Dentro de este grupo de mariposas, las larvas de especies de Biblidinae se alimentan de plantas de Euphorbiaceae, Moraceae, Sapindaceae, Tiliaceae, Ulmaceae y Urticaceae, las cuales se encuentran en los Bs-T (Díaz, 2006). Los adultos de estas mariposas presentan hábitos alimenticios frugívoros y algunas especies liban sobre el suelo húmedo en busca de sales (Erazo y González, 2008). Estas mariposas son frecuentes en las áreas boscosas húmedas y en los bosques secos, estimándose para el Neotropico más de 270 especies (Erazo y González, 2008).


  Sin embargo, las comunidades de biblidínos y las condiciones en que habitan han sido poco estudiadas en los Bs-T en el Caribe colombiano. Algunas caracterizaciones ecológicas e inventarios realizados son los trabajos de Campos-Salazar et al. (2011), quienes registraron ocho especies de esta subfamilia en áreas circundantes a ciénagas en el departamento de Córdoba; Vargas et al. (2011) reportaron en un fragmento de Bs-T en la Reserva Natural Las Delicias (Magdalena, Colombia) las subfamilias Biblidinae y Nymphalinae con diez especies cada una. Para los fragmentos de Bs-T en el departamento del Atlántico, Montero et al. (2009) encontraron 13 especies y Callicore pitheas (Latreille) fue la más abundante; mientras que Prince et al. (2011) reportaron nueve especies de biblidínos en dos fragmentos de Bs-T en Corrales de San Luis en este mismo departamento, donde Hamadryas februa (Hübner) fue la especie más común.


  Sin embargo, no existe información sobre la variación espacio-temporal de la abundancia de las mariposas de la subfamilia Biblidinae en los fragmentos de Bs-T en el departamento del Atlántico y sus relaciones con los parámetros de la vegetación, como la densidad y área basal de plantas leñosas. Adicional a lo anterior, en los fragmentos de bosque seco del Caribe colombiano no se ha documentado sobre la preferencia por un tipo de recurso en este grupo de mariposas, razón por la cual se hace necesario evaluar varios tipos de cebos para este grupo de mariposas. Con el propósito de aportar a esta discusión, se evaluó la variación espacio-temporal de la abundancia de las especies de esta subfamilia en la Reserva Campesina la Montaña (RCM).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  La Reserva Campesina La Montaña (RCM) está ubicada en el municipio de Juan de Acosta, Atlántico, Colombia (Fig. 1) a 10°46'02,6''N y 75°02'34"O; a una altitud entre los 150 y los 260 m.s.n.m. Esta Reserva presenta un fragmento de bosque seco con una extensión de 47 Ha y está rodeado de cultivos permanentes de maíz y yuca, así como de áreas ganaderas de tipo extensiva. La formación vegetal hace parte del Bosque Seco Tropical (Bs-T), según la clasificación de Holdridge (1978) y se encuentra dentro del distrito de los Montes de María y Piojó, localizado en la región biogeográfica del cinturón árido pericaribeño (Martínez et al., 2010). El suelo es de tipo arcilloso-arenoso, con un relieve ondulado que hace parte del sistema de serranías con pendiente entre 12 y 25 %, con grado de erosión moderado (Panza et al., 2001) y el área presenta elevaciones hasta los 238 m. Los meses de mayor precipitación histórica corresponden a agosto y septiembre, con rangos que van desde 100 mm/mes hasta 580 mm/mes. Enero, febrero y marzo corresponden a los meses con menor precipitación, con valores entre 0 mm/mes hasta 30,0 mm/mes. La temperatura media promedio es de 27,6°C, con pocas variaciones a lo largo del año (Gutiérrez y Borjas, 2006).


  [image: ]


  Dentro del bosque se pueden apreciar los estratos herbáceo, arbustivo y arbóreo. El bosque presenta una altura entre 20 y 25 m de altura y un dosel continuo hacia el borde de los arroyos, lugar donde se pueden encontrar los árboles con mayor altura y en el sotobosque se pueden presentar lianas y arbustos. La vegetación característica del área presenta pocos musgos y helechos, así como aráceas de los géneros Philodendron y Anthurium, característicos de los arroyos en bosques secos. Son abundantes el jobo (Spondias mombin L.), ceiba blanca (Hura crepitans L), indio en cuero (Bursera simaruba L), majagua (Pseudobombax septenatum Jacq.), camajón (Sterculia apetala Jacq.), carito (Enterolobium cyclocarpumJacq.), carreto (Aspidospermapolineuron Müll. Arg), macondo (Cavanillesia platanifolia Bonpl), balso (Ochroma pyramidale Cav. ex Lam). En el estrato arbustivo las especies más dominantes son Capparis baducca (L.), C. odoratissima (Jacq), y C. indica (L). (Martínez et al., 2010).


  Muestreo de biblidínos


  Los muestreos se realizaron desde enero hasta agosto de 2011, llevándose a cabo dos faenas de campo, para un total de 16 muestreos. Lo anterior, con el fin de tener más información sobre la variación entre muestreos realizados entre la época seca y cuando aparecen las primeras lluvias (abril) y las precipitaciones más fuertes (junio hasta agosto) y sobre los datos de recaptura. En el interior del fragmento localizado en la RCM se delimitó un transecto lineal de 600 m, donde se marcaron cuatro puntos distanciados 150 m entre cada uno. El primero se estableció en el extremo sur del bosque y el cuarto en el extremo norte, siendo estos dos los más cercanos a los bordes; el segundo y tercer punto se ubicaron en el centro del bosque. En cada punto se marcó una parcela con un área de 30 m de largo por 30 de ancho, en la cual se ubicaron en posición triangular y equidistante tres trampas Van Someren-Rydon (VSR) a una altura promedio de 8 m, para un total de 12 por transecto. Por punto, una de las tres VSR fue cebada con 115 g de calamar en descomposición, otra con 115 g de fruta fermentada (papaya, mango y plátano maduro) y la tercera con una mezcla de 115 g de los anteriores cebos. Las trampas se instalaban el día anterior del muestreo, se cebaban el día del muestreo a las 06:00 h y permanecieron en campo 12 horas (hasta las 18:00 h), con cuatro revisiones para cada una (09:00, 12:00, 15:00 y 18:00 h). Las mariposas de la subfamilia Biblidinae, capturadas en cada trampa se sacrificaron siguiendo las recomendaciones descritas por Camero y Calderón (2007), para su posterior identificación en el laboratorio (Permiso 00000934, Corporación Regional Autónoma del Atlántico-CRA). Aquellas mariposas de fácil identificación fueron marcadas teniendo en cuenta las especificaciones descritas por Kingsolver (1999) y Prieto et al., (2005) y de esta manera evitar contar nuevamente los individuos registrados una vez que fueran recapturados. Los ejemplares recolectados se identificaron a través de las claves taxonómicas de Chacón y Montero (2007) y la pagina ilustrada de Butterflies of América (Warren et al., 2012). Los especímenes se encuentran depositados en la Colección Entomológica del Museo de la Universidad del Atlántico (UARC- Números de acceso 382-387).


  En cada parcela se midieron las variables ambientales como temperatura ambiente (°C) y humedad relativa (%) cada 30 min con un termohigrómetro (Extech Model RHT 10.USA), tomándose tres mediciones para obtener promedios y contrarrestar las posibles variaciones en cada parcela. La precipitación se midió mediante un pluviómetro (Hellman- Alemania) ubicado en el borde del fragmento.


  Con respecto a la vegetación, se realizó una caracterización mediante perfiles vegetales; para ello se levantaron cuatro parcelas, cada una ubicada en un punto de muestreo de mariposas, siguiendo el protocolo propuesto por Villarreal et al. (2006). Cada una constó de un área de 100 m2, distribuida en un transecto lineal de 2 m por 50 m. Se tomaron datos de diámetro a la altura del pecho (DAP), altura y tamaño de la copa para todas aquellas plantas leñosas con DAP mayor o igual a 2,5 cm. Con el fin de tener información que permitiera ilustrar el estrato herbáceo, dentro del transecto fueron censadas totas aquellas plantas con DAP menor a 2,5 cm que tuvieran altura superior a 100 cm (Vázquez y Givnish, 1998).


  Se determinó la densidad de las plantas leñosas con DAP superior a los 2,5 cm, de acuerdo al concepto de densidad propuesto por Mostacedo y Fredericksen (2000). La densidad (D) es el número de individuos (N) en un área (A) determinada, que en este caso se tomó al número de individuos de plantas leñosas con DAP superior 2,5 cm como una clase de plantas. La ecuación que se utilizó fue:


  D = N/A.


  Mientras que el área basal en metros cuadrados se calculó utilizando la fórmula propuesta por Newton (2007):


  AB = 0,00008754(DAP)2


  El AB de todos los individuos que cumplieron con las condiciones de censo fueron sumados obteniendo el AB total (ABT) para cada parcela.


  Análisis de datos


  Se determinó el número de especies e individuos capturados en los cebos de fruta fermentada, calamar en descomposición y mixto, así como la variación en el número de especies y la abundancia de mariposas Biblidinae por muestreo, punto y cebo. La similitud entre muestreos fue comparada mediante análisis de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair�Group Average), utilizando como medida de similitud el índice de Bray-Curtis, que considera el valor cuantitativo del dato y es asimétrico por no incluir los pares de ausencias en la similitud (Zuur et al., 2007). Para este análisis, los datos de abundancia fueron transformados a logn (x+1) con el fin de contrarrestarle peso a las especies dominantes, pero sin disminuir su importancia. Estos análisis fueron realizados con la ayuda del programa PRIMER-E 6.0 (Clarke y Gorley, 2006). También se determinó la variación espacial en la composición y abundancia de acuerdo al punto de muestro teniendo en cuenta el número de especies y abundancia de éstas.


  Con el fin de determinar si se presentaron diferencias en la abundancia entre los puntos y cebos, se aplicó la técnica de ANOSIM (análisis de similaridad) con diseño de una vía. Por otra parte, al considerar a las especies que aportaron más del 10 % a la abundancia total, se determinó qué especies tipifican o caracterizan los puntos de muestreo y los cebos mediante una rutina SIMPER (PRIMER 6.0) (Clarke y Gorley, 2006). Con el fin de conocer qué variables de la vegetación explican mejor la abundancia de Biblidinae en cada punto, se realizó un Análisis de Componentes Principales (ACP). Los indicadores que se utilizaron para este análisis fueron área basal total (ABT), densidad total de árboles (D), puntos de muestreos y la abundancia de las especies de Biblidinae.


  RESULTADOS


  Variación temporal de la abundancia de mariposas Biblidinae por puntos y muestreo


  Se capturaron 76 individuos que corresponden a seis especies de cuatro géneros: Callicore pitheas (Latreille), Hamadryas amphinome (Linnaeus), H. februa (Hübner), H. feronia (Linnaeus), Myscelia cyaniris (Doubleday) y Temenis laothoe (Cramer); de las cuales la que presentó la mayor abundancia fue H. februa con 32 individuos y la de menor fue C. pitheas con sólo dos individuos (Tabla 1). Con respecto a los puntos de muestreo, en el 3 se presentó el valor más alto de individuos (37), mientras que el punto 4 presentó la menor riqueza con sólo tres especies. La especie H. februa fue la más abundante en el punto 3, mientras que en el 2 fue H. feronia con cinco individuos (Tabla 2).
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  De acuerdo a la variación temporal (meses secos y con lluvias) de la abundancia por puntos, el mayor número de capturas se registró en el punto 3 durante el quinto muestreo (M5), que corresponde a la época seca en el mes de Marzo. Este punto se caracterizó por ser el más abundante entre el M3 y M6 (Tabla 1, Fig. 2). En los muestreos M9 (May-15), M10 (Jun-5), M11 (Jun-12) y M12 (Jun-28), sólo se capturaron individuos en un punto y únicamente en los muestreos M5 y M6 se capturaron individuos en todos los puntos. En el punto 4, se registraron capturas sólo entre los muestreos M4 (Mar-2) hasta el M8 (Abr-30), presentando el mayor número de capturas en el quinto y octavo muestreo (Tabla 1, Fig. 2).
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  De acuerdo a los muestreos, el que presentó la mayor riqueza y abundancia fue el quinto (Mar-19) con seis especies y 25 individuos; con valores de temperatura (T), Humedad Relativa (H.R) y Precipitación (Prec.) de 32,10 °C, 62,412 % y 0,0 mm respectivamente (Tabla 1); mientras que los muestreos nueve (May-15), diez (Jun-5) y once (Jun-12), sólo se capturó un individuo en cada uno de ellos, pertenecientes a H. februa, H. amphinome y T. laothoe respectivamente. Durante el primer muestreo (T = 29,17 °C, H.R = 84,38 % y Prec. = 2,0 mm) y los tres últimos muestreos (Jul-24, T = 31,05 °C, H.R = 86,693 % y 119,0 mm; Ago-08, T = 30,71 °C, H.R = 85,531 % y 88,0 mm; Ago-21, T = 29,60 °C, H.R = 82,443 % y 192,0 mm) no se registraron capturas de las especies de Biblidinae (Tabla 1).


  Frecuencia de captura de mariposas Biblidinae por cebo


  El cebo donde se capturó la mayor riqueza (6 especies) y abundancia (62 individuos) fue el de frutas fermentadas (Tabla 2), mientras que sólo dos especies se capturaron en calamar (H. amphinome y T. laothoe) y H. februa en el mixto. La especie H. februa se caracterizó por ser la más abundante en fruta fermentada, con 27 individuos (Tabla 2).


  Análisis de agrupamiento y similitud (ANOSIM) y rutina SIMPER


  Con respecto al agrupamiento ponderado, teniendo en cuenta la matriz de similaridad generada por el análisis de Bray-Curtis se formaron tres grupos, sin tener en cuenta las ramificaciones de los muestreos M1, M14, M15 y M16, donde no se registraron capturas (Tabla 1, Fig. 3). El primer grupo está formado por los muestreos M10 (Jun-05), M11 (Jun-12) y M13 (Jul-10) con una similaridad inferior al 30 %. El segundo grupo está formado por los muestreos M2 (Feb-5), M3 (Feb-19), M9 (May-15) y M12 (Jun-28), este último es junto con M3 los que presentaron la mayor similaridad con un valor de 73,44 % (Fig. 3). El tercer grupo lo conforman dos subgrupos, el primero (Similitud > 65 %) representado por M6 (Abr-02), M7 (Abr-16) y M8 (Abr-30); mientras que el segundo subgrupo está conformado por M5 (Mar-19) y M6 (Abr-02) con una similaridad del 79,43 % (Fig. 3).
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  Por otro lado, con el análisis de similitud ANOSIM se determinó que existen diferencias significativas en la estructura de la comunidad entre los puntos estudiados (R = 0,118, p = 0,001): los puntos más disimiles fueron el 1 con el 3 (Estadístico R = 0,183, p = 0,001) y el 3 con el 4 (Estadístico R = 0,197, p = 0,001). En lo que respecta a la rutina SIMPER, H. februa contribuyó a la abundancia en todos los puntos con un mayor porcentaje en el punto 1 (72,57 %) (Tabla 3). En cuanto a los cebos, se presentaron diferencias significativas entre éstos (estadístico R = 0,372, p = 0,001) (Prueba ANOSIM). La mayor similaridad se observó entre mixto-fruta (estadístico R = 0,10, p = 0,2222), mientras que la menor se presentó entre calamar-fruta (estadístico R = 0,575, p = 0,001). El análisis SIMPER muestra que H. februa presentó la mayor contribución en el cebo mixto y el de fruta (79,66 % y 75,83 % respectivamente), mientras que T. laothoe fue la única especie que caracterizó el cebo de calamar en descomposición con una contribución del 100 % (Tabla 3), debido a que sólo se capturaron dos especies en este tipo de cebo.
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  Caracterización de la vegetación


  Para el área de estudio se registró un total de 19 familias y 34 especies de plantas vasculares con DAP superior a 2,5cm. La familia con la mayor riqueza fue Fabaceae con cinco especies. En el punto 1 se encontraron 16 especies y C. indica fue la más abundante (Fig. 4). De acuerdo a los parámetros de vegetación tomados en este punto, la densidad total (D) fue la más baja entre los cuatro puntos (D = 0,19 individuos/m2) y el área basal total (ABT) fue de 0,37 m2/ha. En el punto 2 se registró como especie más abundante Crateva tapia (L.), seguida de Calycophyllum candidissimum (Vahl) (Fig. 5). En este punto, el número de plantas leñosas fue de 24 individuos (D= 0,24 individuos/ m2) y un ABT de 1,11 m2/ha. En el Punto 3, S. mombin fue el árbol más abundante (Fig. 6) y la D fue de 0,28 individuos/ m2, con una ABT de 1,06 m2/ha; mientras que en el punto 4, H. crepitans fue la más abundante (Fig. 7); mientras que la D fue de 0,23 individuos/m2 y el ABT de 1,70 m2/ha.
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  Relación entre la abundancia de las mariposas Biblidinae con los parámetros de la vegetación (densidad total y área basal total) y las variables ambientales


  Teniendo en cuenta el análisis de componentes principales (ACP), las dos variables de la vegetación medidas en el área de estudio (D y ABT) están explicando el 87,7 % de la variación de los datos (componente 1 y 2). El componente 1 presenta la variacion más alta (57,2 %) y por lo tanto es donde están las variables con mayor efecto sobre el comportamiento de los datos (Tabla 4). Las variables que mas aportan al componente 1 de manera directa es D, seguido de la abundancia de M. cyaniris, H. amphinome, H. februa y H. feronia junto con ABT; mientras que la abundancia de T. laothoe fue una de las variables que más contribuyó al componente 2 (Tabla 4). Es importante resaltar que tanto C.pitheas como T. laothoe, presentó correlaciones negativas con D y ABT. De acuerdo a los valores de precipitación por muestreo, se observó que la mayor abundancia se registró durante los meses secos en la zona, con una baja captura de individuos cuando empiezan las lluvias fuertes. Este mismo comportamiento, se presentó para H. februa, que fue la especie más abundante en la RCM (Tabla 1).
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  DISCUSIÓN


  El número de especies reportadas en este estudio corresponde al 3,33 % de las 180 especies de la subfamilia Biblidinae registradas para Colombia (Andrade-C, 2002) y al 46 % de las 13 registradas por Montero et al. (2009) para el departamento del Atlántico; encontrándose las mariposas más comunes de la subfamilia. Los valores de abundancia de H. februa muestran que esta especie es dominante en la reserva y que C. pitheas es una especie rara en el área.


  Montero et al. (2009) reportan valores mayores de abundancia de C. pitheas en un bosque de galería en Guaibaná (Municipio de Repelón) y en un bosque ripario en San Juan de Tocagua (Municipio de Piojó) en el departamento del Atlántico; mientras que Prince et al. (2011) solamente reportan dos individuos en Corrales de San Luis (Tubará, Atlántico). Por lo tanto, estas diferencias en la abundancia de C. pitheas se debe a que esta especie es considerada rara y sus requerimientos de hábitat se restringen a áreas poco alteradas, disponibilidad de recursos alimenticios, presencia de plantas hospederas o factores microclimáticos que puedan afectar la presencia y abundancia de esta especie en un determinado lugar (Brown Jr y Freitas, 2002).También puede estar relacionado a que los biblidínos se encuentren en áreas de borde donde haya mayor disponibilidad de plantas hospederas y facilidad de acceder a la oferta de alimentos (Campos-Salazar et al., 2011), sin embargo en esta investigación no se muestreo en esta zonas; lo cual puede estar explicando la baja abundancia de C. pitheas. Además, la categoría de especie rara puede estar relacionada a los pocos números de individuos en las poblaciones de este grupo de mariposas en la RCM.


  Con respecto a los muestreos, la mayor abundancia de biblidínos obtenida en el punto 3 puede deberse a la mayor densidad de plantas leñosas observadas en este lugar. Además el perfil vegetal mostró mayor riqueza de árboles con respecto a los demás puntos, constituyéndose en un espacio que puede aportar mayor cantidad de recursos como frutos y refugio e incluso área para perchar ya que este género de mariposas tiene preferencia por arboles grandes para la búsqueda de pareja. La abundancia de H. februa en este punto puede explicarse por la presencia y abundancia del árbol S. mombin, el cual presenta corteza grisácea y líquenes adheridos que pueden ser utilizados por esta especie para camuflarse debido al patrón de coloración de sus alas (Jenkins, 1983). Es importante resaltar que S. mombin produce muchos frutos que pueden exudar fermentos, los cuales constituyen un recurso abundante, favoreciendo la presencia y abundancia de H. februa y las otras especies de Hamadryas; ya que muchas especies de este género se benefician de este tipo de árboles, ya sea en bosques o en grandes potreros arbolados.


  La densidad de árboles leñosos en el punto 3 también explica por qué la abundancia tiende a ser mayor durante casi todos los muestreos. Durante el quinto, se observaron en este punto frutos de S. mombin y otros árboles, lo que indica una sincronización entre los adultos de este grupo de mariposas y el aumento de exudados fermentados de frutos (Monge-Nájera et al., 1998), disparándose así la abundancia de biblidinos con respecto a los otros muestreos. Lo anterior concuerda con lo propuesto por Bandini et al. (2012), quienes sostienen que la distribución y abundancia de mariposas no es aleatoria, siguiendo el patrón de distribución de los recursos alimenticios. La persistencia de biblidinos en el punto 3 obedece a la preferencia que tienen las mariposas frugívoras por hábitats con mayor disponibilidad de recursos como los frutos, condición que se da en mayores proporciones en áreas con mayor cobertura vegetal. En estos hábitats es común encontrar gran variedad de frutos que sirven a las mariposas que se alimentan de jugos de frutas en descomposición. Además, en el bosque seco la sombra producida por el dosel de árboles (especies siempreverdes) que no pierden parte de su follaje en las épocas más secas, permite reducir el impacto de las altas radiaciones en la parte baja del bosque (Berdugo-Lattke y Rangel-Ch, 2014) donde se encuentran los frutos; la cual puede deshidratar este recurso rápidamente y de esta forma las sustancias acuosas y volátiles se evaporan más rápido, convirtiéndose en un alimento poco atractivo para este grupo de insectos.


  De acuerdo a la variación temporal de la abundancia de Biblidinae en la RCM, los resultados demuestran que hay una tendencia a aumentar con las primeras lluvias en el área (finales de marzo). Estas observaciones pueden explicarse porque al caer las primeras lluvias aumenta el follaje, lo que genera mayor disponibilidad de nichos y refugios, afectando la dinámica poblacional de estas mariposas, especialmente en los muestreos posteriores (Vargas et al., 2011). La mayor proporción de Biblidinae en el quinto muestreo puede ser el resultado de la emergencia de imagos sincronizada con la tendencia en el cambio fenológico de la vegetación después de la precipitación registrada para el tercer muestreo. Sin embargo, la reducción de la abundancia después del octavo muestreo puede relacionarse con los valores más altos de precipitación, lo cual disminuye la actividad de los adultos de algunas especies de Biblidinae; coincidiendo con lo reportado por Boom et al. (2013) para la abundancia de mariposas diurnas en la Reserva Campesina de Luriza en el departamento del Atlántico. Sin embargo, estos resultados difieren a los reportados por Vargas et al. (2011) en ecosistemas de bosque seco en la Reserva Natural Las Delicias, quienes evaluaron la riqueza y abundancia de Hesperioidea y Papilionoidea. En dicha reserva, los autores encontraron que la abundancia de mariposas aumentó a medida que las precipitaciones fueron mayores. DeVries y Walla (2001) también reportan que la riqueza y abundancia de la comunidad de mariposas fruteras en un bosque húmedo en Sucumbio, Ecuador, es mayor durante los periodos de lluvias. Aunque en esta investigación no se realizó durante todo el año, se puede esperar que la abundancia de los biblidinae sea diferente durante los cambios de precipitación en el resto del año.


  Barlow et al. (2007) sostienen que las diferencias en la variación temporal de mariposas no están claras y que la relación entre la estacionalidad y los tipos de hábitats podría depender de muchos factores incluyendo la subfamilia evaluada y las características del hábitat estudiado. Además, los análisis realizados por las investigaciones citadas son evaluaciones que tienen en cuenta la abundancia total de mariposas y no representan un seguimiento a las especies de Biblidinae. Por lo tanto, este estudio en la RCM constituye el primer trabajo sobre la variación temporal entre épocas de bajas y altas lluvias de las especies de la subfamilia Biblidinae en bosques secos del Caribe colombiano.


  Los valores mayores de similaridad registrados entre los muestreos M4 (Mar-02) y el M7 (Abr-16), obedecen a que sólo H. februa y M. cyaniris aportaron a la abundancia, con valores similares. De igual manera, la similaridad entre el M5 (Mar-19) y M6 (Abr 02) se debe a los aportes a la abundancia de las dos especies mencionadas anteriormente más el aporte de H. feronia, la cual presentó su mayor incremento durante estos dos muestreos. El aumento en la abundancia de H. feronia en el quinto y sexto muestreo puede deberse también a la presencia de frutos de S. mombin (Anacardiaceae) en el punto 3.


  La contribución a la abundancia aportada por H. februa (de acuerdo a la Rutina SIMPER) muestra la dominancia de esta especie de Biblidinae en la RCM. Se encontró que esta mariposa presenta una alta proporción de individuos con respecto a otras especies, debido a que sus plantas hospederas pueden mantener su follaje todo el año, incluso durante el transcurso de la época seca, proporcionando así un recurso constante para las larvas, lo que refleja un aumento en la abundancia de los adultos (Young, 1974); coincidiendo con lo reportado por este mismo autor para Guanacaste (Costa Rica).


  El ACP muestra que H. februa, H. amphinome, H. feronia y M. cyaniris se congregan en puntos donde la densidad de árboles es mayor, por ser sitios que principalmente pueden ofrecer condiciones ideales para su establecimiento, por tener mayor cobertura vegetal y poca radiación solar, las cuales inciden en el mantenimiento de unas condiciones microclimáticas con una temperatura y humedad ambiental óptimas para su actividad, así como la oferta de recursos y sustratos para camuflarse. Por el contrario, C. pitheas y T. laothoe se distribuyen en las áreas más abiertas, donde la densidad y área basal de plantas leñosas es menor. Esto concuerda principalmente con lo reportado por Chacón y Montero (2007) en cuanto a T. laothoe y otras especies del género Callicore, ya que describen que estas especies habitan bordes de bosques, claros, márgenes de quebradas y caminos bordeados de bosques primarios y secundarios. Las diferencias mostradas por el ANOSIM entre el punto 3 y los restantes, demuestra que la estructura vegetal puede considerarse como un factor determinante en la distribución y abundancia de las especies de la subfamilia Biblidinae en la RCM.


  Durante la época seca en la RCM, empieza la producción y maduración de frutos de muchos árboles del bosque seco (por ejemplo H. crepitans y S. mombin), los cuales se convierten en una oferta alimenticia para este grupo mariposas; razón por la cual es posible algunos ejemplares de Biblidinae. Además, en ausencia de lluvias se presentó un incremento de otros parámetros como la temperatura; lo que permite a las mariposas calentar sus alas para realizar sus actividades como la búsqueda de alimento, pareja o refugio. Prince et al. (2011) también reportaron que la temperatura puede explicar la variación de mariposas en dos fragmentos de Bs-T en Corrales de San Luis, Atlántico. Por otro lado, con la llegada de las lluvias fuertes en la zona, se presentó un aumento de la humedad relativa. En este caso, a medida que aumentan sus valores, la actividad de las Biblidinae disminuye; reduciéndose así la probabilidad de que sean capturadas. La temperatura y la humedad relativa son parámetros que dependen tanto de las precipitaciones como de la intensidad de la luz, por lo cual, es posible que estos parámetros sean un determinante en la actividad de estas mariposas. La reducción durante las fuertes lluvias se ve reflejada en la abundancia total de biblidínos. Este comportamiento puede obedecer a que durante los días con valores altos de precipitación se presentó una reducción de los valores de intensidad lumínica y temperatura debido a la nubosidad, por lo cual estas dos especies buscan refugios, disminuyen su actividad y no se logra su captura. Sin embargo, para realizar análisis más robustos y tener soportes estadísticos para ver cómo estas variables influyen en la variación de la abundancia de este grupo de mariposas, se hace necesario capturar un mayor número de individuos para próximos eventos de captura en un mayor lapso de tiempo.


  La mayor frecuencia de captura de Biblidinae en el cebo de fruta fermentada muestra que las seis especies de este grupo mariposas en la RCM pueden capturarse utilizando solamente este cebo. Es importante anotar que aunque cinco especies se capturaron también en mixto, es posible que las mariposas llegaran a libar a éste por ser una mezcla de los dos cebos, buscando así azúcares, aminoácidos y sales o lo hacían por un cebo en particular. Por otro lado, la presencia de algunas especies de esta subfamilia en otros cebos como la carroña, se debe a la búsqueda de otros recursos (sales), los cuales no están disponibles en las frutas. La mayor contribución de H. februa en fruta fermentada y mixto muestran que utilizando estos cebos pueden capturarse un alto número de individuos de esta especie, según lo demuestra la rutina SIMPER. Esto indica que esta mariposa es atraída por los exudados y olores volátiles que se originan durante el proceso de fermentación de las frutas, los cuales aportan suficientes nutrientes para los altos requerimientos de energía de esta especie, especialmente para las actividades de vuelo con el fin de conseguir pareja.


  CONCLUSIONES


  La composición y abundancia de mariposas de la subfamilia Biblidinae varía espacialmente dentro del bosque. Los resultados sugieren que la estructura de la vegetación se considera un factor determinante en distribución y abundancia de biblidínos en la RCM. También se observó que las especies de Biblidinae capturadas presentan un patrón temporal entre los meses de muestreo que puede estar demarcado por los niveles de precipitación en la RCM (periodos de lluvia y sequía); los cuales inciden en la variación de factores abióticos (temperatura, humedad relativa) en este fragmento. La especie H. februa es la dominante en la RCM, presentando mayores valores de abundancia en los puntos con mayor densidad de plantas leñosas, mientras que C. pitheas es poco abundante en el bosque, congregándose donde hay menor densidad de plantas y más cercano al borde del fragmento. Por otro lado, el cebo de fruta fermentada es el más efectivo para capturar las mariposas Biblidinae, capturándose todas las especies registradas para la RCM y los valores más altos de abundancia.
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  RESUMEN


  Este trabajo describe los parámetros biológicos y poblacionales del pulgón negro, Aphis craccivora Koch, sobre fríjol caupí (Vigna unguiculata (L. Walp.)), bajo condiciones de laboratorio. Los insectos se criaron sobre plántulas individualizadas a una temperatura promedio de 28 °C, humedad relativa de 70 % y fotoperiodo de 12 horas. Los parámetros medidos fueron periodo ninfal, fecundidad, supervivencia, periodo pre-reproductivo y aspectos relativos a la tasa de crecimiento del áfido. La tasa reproductiva neta R (0) fue 66,00, la tasa intrínseca de crecimiento del áfido (rm) fue 0,51, el tiempo de duplicación de la población (TD) fue 2,3. Se analizaron las curvas de supervivencia (lx), fecundidad (mx), la duración del período ninfal y reproductivo del áfido. Los resultados difieren de los realizados en otras variedades de fríjol caupí, evidenciándose la susceptibilidad de la variedad criolla usada por los agricultores en la costa Caribe colombiana.


  Palabras clave: estadísticos vitales, parámetros poblacionales, tasa intrínseca de crecimiento, tabla de vida.

  


  ABSTRACT


  This research describes the population and biological parameters of the black aphid (Aphis craccivora Koch) on cowpea bean (Vigna unguiculata (L. Walp.)), under laboratory conditions. The insects were raised on individualized seedlings in an average temperature of 28 °C, at 70 % relative humidity during a photoperiod of 12 hours. The parameters measured were the nymphal period, fecundity, longevity, pre-reproductive period and aspects of aphid growth rate. The net reproductive rate R (0) was 66.00, the intrinsic g rate of increase of the aphid (rm) was 0.51, and the population doubling time (TD) was 2.3. Survival curves (lx), fecundity (mx), the duration of nymphal and the reproductive period of the aphid were analyzed. The results differ from those found in other varieties of cowpea beans, demonstrating the susceptibility of the native variety used by farmers in the Colombian Caribbean coast.


  Keywords: intrinsic rate of increase, life table, population parameters, vital statistics.

  


  INTRODUCCIÓN


  El fríjol caupí (Vigna unguiculata L. Walp.) es una de las leguminosas más usadas en los trópicos y subtrópicos para el consumo humano y para la alimentación de animales (Jackai y Daoust, 1986), es un sistema de cultivo importante en las regiones más secas de los trópicos cubriendo partes de Asia, Oceanía, Oriente Medio, el sur de Europa, África, el sur de EE.UU, y América Central y del Sur (Singh et al., 2002; Diouf y Hilu, 2005). El fríjol caupí ocupa el primer lugar en importancia económica en el Caribe colombiano, donde es cultivado por pequeños agricultores en áreas que van desde 1.000 a 10.000 m2 (Araméndiz-Tatis et al., 2011). La principal plaga de este cultivo es el pulgón negro, Aphis craccivora Koch, reportado en regiones de África, Asia y América Latina (Pettersson et al., 1998). Los adultos son en su mayoría de color negro brillante o marrón oscuro, de tamaño variable entre 1,5 y 2 mm de largo. Las ninfas son ápteras, de color marrón oscuro y de forma redondeada (Obopile y Ositile, 2010). La mayoría de los cultivos agrícolas sirven como plantas hospederas de varias especies de áfidos cuya alimentación reduce el rendimiento de las cosechas (Hales et al., 1997). El daño que ocasiona A. craccivora al fríjol es causado por los adultos y ninfas (Ofuya, 1997), que se alimentan succionando la sabia de los brotes terminales, pecíolos, flores y vainas (Asiwe, 2009) y en ataques severos pueden matar las plantas jóvenes, mientras que causa reducción en la tasa de crecimiento, distorsión de las hojas y retraso en el inicio de la floración y en el tamaño de las vainas de las plantas que sobreviven (Jackai y Daoust, 1986). No obstante, el efecto perjudicial más notable de A. craccivora es la transmisión del virus del mosaico (Cowpea aphid borne mosaic virus, CABMV) en hasta el 40 % de las semillas, ocasionando pérdida en el rendimiento del cultivo (Bashir et al., 2002; Ojuederie et al., 2009; González, 2012;), en Nigeria es considerada la enfermedad viral mas importante en Caupí (Ojuederie et al., 2009).


  Uno de los mecanismos empleados en el manejo integrado de esta plaga, es el uso de variedades resistentes, método ambientalmente adecuado y económico que ofrece a los agricultores el control de insectos mediante el uso mejorado de las características genéticas de la planta (Obopile y Ositile, 2010). Sin embargo, en Colombia la calidad de la semilla de fríjol ha sido un factor que ha limitado el cultivo, debido a la baja oferta en el mercado de semilla certificada, hecho que obligó a los productores a producir sus propias semillas (Restrepo et al., 2007). Cuando los agricultores cultivan semillas sin selección o certificación, a menudo sufren pérdidas en la producción debido a los daños causados por plagas, por lo que se hace importante conocer los aspectos biológicos y parámetros poblacionales de estos insectos sobre las variedades sembradas en cada región, estimados a partir de las tablas de vida desarrolladas en laboratorio (Southwood, 1994; La Rossa et al., 2005), permitiendo esto implementar medidas para el manejo de las poblaciones en campo, estableciendo los tiempos de desarrollo de la plaga y la calidad de las variedades a usar.


  El objetivo de este estudio fue evaluar la biología y los parámetros demográficos de A. craccivora sobre una variedad criolla de fríjol caupí en condiciones de laboratorio. Se estudió la fecundidad, supervivencia, tasa intrínseca de crecimiento natural, el período de pre-reproducción y tasa de crecimiento relativo, para la estimación de los parámetros biológicos y demográficos de la población de A. craccivora.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  El trabajo se realizó en las instalaciones del laboratorio de Entomología de la Universidad del Magdalena, bajo condiciones controladas, a una temperatura promedio de 28 °C, 70 % de humedad relativa y 12 horas luz. Se trabajó con dos cohortes de A. craccivora sobre una variedad criolla de V. unguiculata.


  Para la obtención del pie de cría del insecto se establecieron en el Centro de Desarrollo Agrícola y Forestal de la Universidad del Magdalena (74°11'5,33" W; 11°13'28,98'' N, 21 m.s.n.m.) tres parcelas de 1 m2 con una variedad criolla de semilla de fríjol caupí. Conjuntamente se realizó una siembra en semillero, siendo individualizadas las plántulas de 15 cm de altura en vasos de icopor de 14 oz, usando como sustrato turba y arena en proporción 1:1. Una vez obtenidas las plántulas se trasladaron al laboratorio para la cría del pulgón. El material de estudio se aisló en jaulas de cría artesanales fabricadas de acetato con pequeñas ventanas para ventilación, cubiertas con una fina malla para permitir la respiración tanto de la planta como del áfido. Se transfirió una hembra adulta de A. craccivora por planta, para una población total de 20 hembras adultas de la misma cohorte, en ambos ensayos. Transcurridas 24 horas se retiraron todas las hembras y las ninfas neonatas, menos una, de cada planta. Diariamente se registraron por observación directa con una lupa (Triplet Magnifier 10X) los cambios de instar, el número de insectos muertos y los nacimientos una vez que alcanzaron el estado adulto.


  Se observaron los parámetros de: periodo ninfal, los periodos pre-reproductivo y reproductivo y la supervivencia. Con la información obtenida se elaboró la tabla de vida correspondiente siguiendo la metodología propuesta por Southwood (1994) y La Rossa et al. (2005).


  A partir de la elaboración de la tabla de vida y basándose en el trabajo de Godoy y Cividanes (2002) se estimaron los estadísticos vitales: intervalo de edad (x), supervivencia por edades (lx); fecundidad por edades (mx); y los siguientes parámetros poblacionales: tasa neta de reproducción (Ro), intervalo de tiempo entre cada generación (T), tasa intrínseca de incremento natural (r ), la razón finita de aumento (À) y el tiempo necesario para la duplicación en número de la población (DT), donde:


  R0 - Σ (mx.lx)

  T-(Σx.mx.lx)/(Σmx.lx)

  rm - ln R0/T

  λ-erm

  DT - Ln (2)/rm


  RESULTADOS


  Ciclo de vida


  El ciclo de vida de A. craccivora sobre la variedad criolla de fríjol caupí utilizada presentó tres ínstares ninfales previos a la emergencia del adulto de la primera cohorte, tardando 1,40 ± 0,49, 1,44 ± 0,53 y 1,80 ± 0,72 días el primer, segundo y tercer instar, respectivamente. El periodo pre-reproductivo fue de 0,57 ± 0,18 días y el tiempo de vida promedio de 16,5 ± 5,15 días.


  Supervivencia y fecundidad


  La duración de los periodos de desarrollo y fecundidad entre las dos cohortes (n1:20; n2:20) no variaron significativamente, alcanzando el estado adulto a los 4,64 (± 0,52) y 4,60 (± 0,65) días respectivamente. El periodo reproductivo de A. craccivora inició el mismo día en que los afidos se tornaron a adultos. Los resultados de las variables de supervivencia y fecundidad evaluados para cada cohorte se registran en la Tabla 1.


  [image: ]


  En las figuras 1 y 2 se muestran las curvas de supervivencia (lx) y fecundidad (mx) de las dos cohortes evaluadas. En la curva de supervivencia por edades se observa que existe un comportamiento similar para ambas cohortes iniciando la mortalidad a edades similares (14 días a partir del nacimiento) y describen una pendiente abrupta con la muerte de al menos un individuo diariamente.
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  Parámetros de la tabla de vida


  El intervalo de tiempo entre cada generación (T) de A. craccivora disminuyó entre cada cohorte, reduciéndose el tiempo que transcurre entre el nacimiento de un individuo y el nacimiento de sus descendientes. Con relación a la tasa neta de reproducción (Ro) se evidenció mayor tasa en la cohorte n2 (67,15 ninfas/adulto) con respecto a la cohorte n1 (66,00 ninfas/adulto). La tasa intrínseca de incremento natural (rm) mostró una tendencia similar para Ro corroborando el potencial biótico de la especie. La razón finita de aumento (λ) fue de 1,34 y 1,38 ninfas/adulto/día para la cohorte n1 y n2 respectivamente. El tiempo necesario para duplicar la población fue de 2,34 y 2,14 días (Tabla 2). Todos estos parámetros poblacionales muestran la eficiencia de la especie para la colonización de esta variedad de V. unguiculata y evidencian una reducción paulatina en los tiempos de desarrollo del áfido.
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  DISCUSIÓN


  En este estudio, el áfido criado sobre la variedad criolla de fríjol caupí que los agricultores tradicionalmente usan en la parte norte del Caribe Colombiano, mostró un periodo reproductivo corto comparado con los 22, 33, 16 días obtenidos por Kuo y Chen (2004), Hafiz (2006), Obopile y Ositile (2010), sobre las variedades espárrago, pinkeye y BYE blackeye de frijol caupí, respectivamente. El desarrollo de los instares ninfales de una especie, su crecimiento y reproducción dependen de la variedad del hospedero y las condiciones en las cuales se desarrolla la cría (Annan et al., 1997; Awmack y Leather, 2002; Asiwe, 2009; Obopile y Ositile, 2010). La tasa de crecimiento, reproducción y el número de instares en diferentes especies de áfidos dependen de la interacción de factores bióticos y abióticos como la temperatura, humedad, lluvia y viento, siendo los dos primeros relevantes en condiciones de laboratorio (Hales et al., 1997), lo que puede explicar las diferencias entre los estudios mencionados. La temperatura por sí sola puede causar diferencias en el tiempo de desarrollo ninfal de las especies, Kuo y Chen (2004) demostraron que el incremento gradual de la temperatura disminuye el tiempo de desarrollo de las ninfas, alcanzándose a desarrollar un instar diario a los 30 °C, al igual que lo reportado en este estudio.


  Los resultados muestran que la variedad criolla usada tuvo un efecto positivo en el crecimiento y reproducción de A. craccivora, lo que indica una alta susceptibilidad de la planta al ataque de esta plaga. En los insectos chupadores, los cortos periodos pre-reproductivos y el incremento de la tasa reproductiva de la especie en un hospedero refleja la idoneidad de la planta para el desarrollo del insecto (Van Lenteren y Noldus, 1990). Esta variedad criolla como hospedero permitiría el desarrollo de la cría de áfidos para futuros estudios, pero representa un riesgo alto para el agricultor.


  La curva de supervivencia y fecundidad de A. craccivora describen un comportamiento similar al encontrado en algunas variedades susceptibles de fríjol espárrago y fríjol caupí trabajadas por Kuo y Chen (2004) y Obopile y Ositile (2010). Sin embargo, la tasa neta de reproducción (Ro) fue mayor en este estudio que la Ro de 62,7 y 43,8, reportada en los trabajos antes mencionados. La tasa intrínseca de crecimiento natural (rm) en función de la supervivencia por edad (lx) y fecundidad (mx) ha sido usada para medir el rendimiento de los áfidos en diferentes vegetales (Ricci y Kahan, 2001; Michelotto et al., 2004). El alto valor de rm indica el potencial que tiene una especie para reproducirse en una variedad (Schowalter, 2006) y el incremento que la especie A. craccivora tendrá se observa en la cohorte n2 donde el tiempo necesario para el desarrollo reproductivo de ésta disminuyó.


  De acuerdo con la tabla de vida y los parámetros poblacionales encontrados para la especie A. craccivora, la variedad criolla de fríjol caupí muestra una baja resistencia favoreciendo el desarrollo de la plaga, lo que puede deberse probablemente a características nutricionales ligadas a la variedad (Asiwe, 2009; Obopile y Ositile, 2010). Investigaciones futuras podrían evaluar la interacción de A. craccivora entre las variedades resistentes de la zona y las diferentes condiciones ambientales, detectando variedades de fríjol caupí con potencial de resistencia a la plaga.


  CONCLUSIONES


  La especie Aphis craccivora sobre la variedad criolla de frijol caupí presenta un crecimiento poblacional que implica una reducción en el intervalo de tiempo entre la aparición de cada generación (T), y por ende una disminución del tiempo necesario para duplicar la población (DT). Se evidencia una baja resistencia de la variedad criolla de fríjol caupí al ataque de este pulgón, que dadas las características nutricionales de la variedad y el manejo de la misma en campo, están favoreciendo el desarrollo de la plaga .


  Las características intrínsecas de la especie reflejadas en los valores de rm y λ en las dos generaciones de Aphis craccivora son un mecanismo para establecer la susceptibilidad de la variedad de fríjol caupí a esta plaga.
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  RESUMEN


  La biología y ecología de la mosca blanca de los invernaderos, Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyroridae), se encuentra ampliamente documentada. Sin embargo, hasta el momento no hay reportes acerca de la tasa de consumo de alimento por este fitófago, un parámetro necesario para modelos de simulación. Por tal motivo, el objetivo de esta investigación fue la medición indirecta del consumo de alimento por el adulto e instares inmaduros de T. vaporariorum basado en metodologías encontradas en la literatura científica. La estimación de la tasa de consumo de alimento por adultos se realizó bajo condiciones de laboratorio, utilizando como unidad experimental una planta de fríjol de dos semanas de edad. El experimento consistió de dos tratamientos: (T1) plantas libres de cualquier fitófago y (T2) plantas sometidas a infestaciones con T. vaporariorum, cada tratamiento con 20 repeticiones y una réplica en el tiempo de todo el experimento. Se registró el peso fresco diariamente en ambos tratamientos. Para el caso de los inmaduros, la unidad experimental consistió en una hoja cotiledónea de fríjol, infestada con una población determinada de inmaduros de cada instar de mosca blanca teniendo así cinco tratamientos (Instar I, II, III, IV y Control) cada uno con 17 repeticiones. Se registró diariamente el peso fresco de las hojas. Se obtuvo un consumo promedio de alimento por el adulto de 0,277 ± 0,0042 mg.dia-1. Para los dos primeros instares ninfales se estimó una tasa de consumo de 0,052 mg.dia-1, en el tercer instar de 0,14 mg.dia-1, y para el cuarto instar de 0,19 mg.dia-1. Un adulto de mosca blanca puede consumir en un día seis veces su peso y un inmaduro ocho veces, gracias a su rápido metabolismo y la constante excreción de mielecilla.


  Palabras clave: daños fitófago, herbivoría, mosca blanca, Phaseolus vulgaris.

  


  ABSTRACT


  The biology and ecology of the greenhouse whitefly, Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyroridae), is widely documented. However, so far there are not reports about the rate of consumption of this phytophagous. Therefore, the objective of this research was to measure the food consumption by the adult and immature instars of T. vaporariorum based on indirect methodologies found in the literature. The estimate of the food consumption rate by adults was conducted under laboratory conditions, using as experimental units plant beans two weeks old. The experiment consisted of two treatments: (T1) plants free from any phytophagous and (T2) plants subjected to infestation with T. vaporariorum, with 20 repetitions each treatment and replicated over time. In the case of the immature individuals, the experimental unit consisted of a bean cotyledon leaf infested with a population of immature individuals of each instar of whitefly, having five treatments (Instar I, II, III, IV and Control) each with 17 repetitions. Fresh weight of leaves was recorded daily. An average food consumption of 0.277 ± 0.0042 mg.day-1 was obtained for the adult. For the first two nymphal instars food consumption rate of 0.052 mg.day-1 was estimated, for the third instar 0.14 mg.day-1, and for the fourth instar 0.19 mg.day-1. An whitefly adult can consume in a day six times its weight and an immature eight times, this thanks to the rapid metabolism and a constant excretion of honeydew of the species.


  Keywords: insect feeding, greenhouse Whitefly, Phaseolus vulgaris, phytophagus damage.

  


  INTRODUCCIÓN


  Varios estudios sobre la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) han reportado que esta especie se comporta como una plaga cosmopolita de gran importancia en cultivos como el fríjol, la habichuela, el tomate (Cardona et al., 1991; Rendón et al., 2001) y la fresa, entre otros (McKee y Zalom, 2009). Este fitófago genera grandes pérdidas económicas para el sector agrícola, debido a los dos tipos de daño que produce sobre la planta: directo e indirecto (Español y Corredor, 1988).


  Los daños directos que producen los adultos y los inmaduros, ocurren cuando se alimentan del floema de la planta succionando los foto asimilados por medio de un estilete, estructura que contiene un canal salival que inserta en los tejidos de la hoja sin producir un daño físico en ésta (Gullan y Cranston, 2010). La presión a la que se encuentra la corriente de asimilación, hace que parte del fluido floemático se introduzca a través del estilete hasta el sistema digestivo, donde después de la digestión, el líquido es excretado por el extremo distal del insecto, produciendo la conocida "mielecilla", la cual es una sustancia compuesta principalmente por azucares y aminoácidos (Raven et al.,1992) . Producto de la alimentación del insecto, la planta sufre un retraso en su desarrollo fenológico, ya que los productos de la fotosíntesis son succionados y removidos de la planta impidiendo el desarrollo y mantenimiento fisiológico de ésta (Byrne et al., 1990; Fransen y van Lenteren,1993) .


  Los daños indirectos se deben a que este fitófago al excretar la sustancia azucarada conocida como "mielecilla", promueve entre otros, el crecimiento del hongo Cladosporium pernum sobre el haz de la hoja de la planta (Rendón et al., 2001; Gullan y Cranston, 2010), reduciendo la tasa fotosintética y posteriormente causando la muerte prematura de los tejidos y estructuras (Byrne et al., 1990). Además de esto, se ha reportado que T. vaporariorum es un vector de diversos virus como el Beet pseudoyellows virus y el Tomato torrado virus (Jones, 2003).


  Se han realizado diversos estudios sobre la biología y ecología de T. vaporariorum. Manzano y van Lenteren (2009) establecieron parámetros biológicos de esta plaga en diferentes cultivares de fríjol, encontrando datos de longevidad de 5,9 a 35,5 días a 26 °C y19 °C respectivamente. Los autores también reportan en el mismo estudio una fecundidad máxima de 127,2 huevos por hembra a 19 °C y una tasa intrínseca de crecimiento máxima de 0,061 a la misma temperatura. Campos et al. (2003) determinaron la duración del ciclo de vida de huevo a adulto en 22,58 días, la longevidad promedio del adulto de 27 días a 23 °C y la tasa intrínseca de crecimiento en 0,1386 en fríjol. Osborne (1982) determinó que la temperatura mínima de desarrollo de T. vaporariorum es de 8,3 °C y que los tiempos de desarrollo en grados día son 122,9, 63,9, 38,4, 40,1 y 115,4 para los estadios de huevo, primer, segundo, tercer y cuarto instar ninfal respectivamente.


  Además de los estudios realizados sobre la biología de T. vaporariorum, existen investigaciones sobre el comportamiento de alimentación del adulto, la gran mayoría realizadas por medio de la técnica gráfico de penetración eléctrica o EPG de sus siglas en inglés Electrical Penetration Graph (Xu et al., 1994; Lei et al., 1997; Lei et al., 1998; Jiang et al., 1999; Lei et al., 1999). Janssen et al. (1989) reportaron por medio del EPG que T. vaporariorum presenta cinco comportamientos de penetración del tejido de la planta, todos asociados a un proceso de selección y búsqueda de las células del floema, en donde se destaca que el camino de inserción del estilete del adulto es completamente intercelular, evitando así inducir respuestas de defensa de la planta. Los investigadores concluyen que el proceso desde el comienzo de la penetración hasta cuando alcanza el floema dura aproximadamente media hora.


  Lei et al. (1999) determinaron por medio del EPG que el tiempo gastado por T. vaporariorum en las células del floema (cuando se realiza la absorción de foto asimilados) es de 287 minutos aproximadamente, siendo éste más del 50 % del tiempo gastado en todo el comportamiento de alimentación. Sin embargo, la cantidad de tiempo gastado en la alimentación es dependiente de la planta hospedera y de la cepa de T. vaporariorum (Lei et al., 1998).


  Los estudios mediante EPG han permitido establecer la duración de la alimentación, pero no la cantidad de foto asimilados sustraídos de la planta o el efecto del fitófago sobre ésta. Por esta razón, en el presente trabajo se diseñó una metodología para calcular de forma indirecta la tasa de consumo de alimento de adultos y estados ninfales de T. vaporariorum sobre la planta de fríjol bajo condiciones controladas de laboratorio, con el fin de complementar el conocimiento de la biología de esta especie. Este parámetro puede ser utilizado a futuro para entender las relaciones tróficas que existen entre la planta hospedera y la plaga, así como también el efecto fisiológico de la alimentación del fitófago sobre la planta. Este trabajo constituye el primer reporte del cálculo indirecto de las tasas de consumo de alimento de T. vaporariorum por medio de parámetros fisiológicos de la planta, ya que no se ha reportado recientemente una metodología que permita la medida directa del consumo del fitófago sobre la planta siendo la más reciente la reportada por Schowalter (2006).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Control Biológico de la Universidad Militar Nueva Granada, ubicado en el Municipio de Cajicá (4°56' N, 74°01' W), a una temperatura promedio de 19 °C y humedad relativa de 65 %.


  Material biológico


  Se sembraron semillas certificadas de fríjol variedad ICA-Cerinza, en bandejas plásticas con turba y cascarilla de arroz en proporciones 3:1. Las bandejas fueron ubicadas bajo invernadero en una zona sombreada y se cubrieron con plástico negro. Ocho días después de la siembra fue retirado el plástico y luego de dos a tres días se trasladaron a laboratorio, cuando las plántulas presentaban las hojas primarias.


  Las poblaciones de mosca blanca fueron proporcionadas por la cría de plagas de la Universidad Militar Nueva Granada (UMNG). Los insectos usados se tomaban diariamente de la cría para asegurar el uso principalmente de individuos recién emergidos.


  Se realizó una modificación a la metodología propuesta por Schowalter (2006), en la que se determinaba de forma indirecta el consumo de alimento por hemípteros, como la diferencia entre la pérdida de peso fresco de plantas atacadas por altas poblaciones de fitófagos y la pérdida de peso de plantas que no estaban sometidas a consumo. Para el mantenimiento y crecimiento de las plantas se siguió la metodología reportada por Villar et al. (1998) en el cual se evitan las variaciones del peso de las plantas causada por la variación de los nutrientes en el sustrato, utilizando una solución nutritiva en lugar de suelo para el crecimiento de la planta (Taiz y Zeiger, 2006; Lambers et al., 2008).


  Determinación de la tasa de consumo de alimento por adultos


  Montaje experimental


  Se realizó un ensayo preliminar con el fin de corroborar y estandarizar la propuesta de Schowalter (2006). Este ensayo consistió de dos tratamientos: T1 plantas sin la presencia de adultos de mosca blanca y T2 plantas infestadas con aproximadamente 1000 adultos de mosca blanca, recién emergidos. Cada unidad experimental consistió de una planta de fríjol de dos semanas de edad. Las plantas se encontraban completamente libres de plagas y enfermedades antes de comenzar el ensayo. Cada unidad experimental fue puesta dentro de un envase plástico con una solución nutritiva compuesta por 100 g de fertilizante Actisol® fórmula inicial (14-35-15), disueltos en 200 l de agua, solución formulada especialmente para este experimento ya que limitaba el nitrógeno disponible para el crecimiento de la planta. Esta solución, aunque no suministra la cantidad de nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento óptimo de la planta, permitió su sobrevivencia por un período de tiempo prolongado sin que exista ganancia de peso que dificulte la estimación del consumo de alimento por el fitófago.


  Por tratamiento se evaluaron nueve plantas. Para evitar que las plantas control se infestaran con adultos del fitófago, todas las plantas de ambos tratamientos se confinaron dentro de jaulas entomológicas de las mismas dimensiones 61,5 cm x 70 cm x 45 cm, y se dispersaron en el área asignada dentro del laboratorio para garantizar homogeneidad de las unidades experimentales.


  Posteriormente se realizó una réplica del ensayo en el tiempo con los mismos tratamientos (T1) y (T2) y el mismo montaje de unidad experimental, pero con mayor número de repeticiones (20 por tratamiento). Al igual que en el ensayo preliminar, la distribución de las plantas se realizó permitiendo una independencia de las unidades experimentales, con el fin de evitar que el efecto del tratamiento se viera influenciado por diferencias en las condiciones de iluminación, ventilación, humedad y temperatura dentro del laboratorio.


  Registro de datos


  Diariamente se registró el peso fresco de las plantas en ambos tratamientos, retirando el exceso de humedad de cada unidad experimental. En cada toma de datos se tomaba una foto de los adultos en el envés de las hojas para su conteo. Posteriormente se retiraba la mosca blanca del tratamiento dos (T2), y se medía en ambos tratamientos el peso de las plantas por medio de una balanza analítica. Posterior a la toma de peso, las plantas eran infestadas con una nueva población de mosca blanca. Los datos se registraron durante siete días. Por medio de un Datalogger HOBBO® U10 se registró la temperatura y humedad relativa diariamente. Estos datos fueron usados para calcular los grados día durante el experimento por el método lineal (Zalom, 1983) teniendo en cuenta el promedio de temperatura y el umbral mínimo de desarrollo del fríjol. Para los cálculos de la tasa de consumo se usaron los datos desde los 12 hasta los 125GD (0-168 horas) y posteriormente se convirtieron a valores de consumo diario usando el promedio de grados días que se acumula en un día. De esta forma el valor de la tasa de consumo se calcula en g.gd-1 y en g.día-1


  Análisis de datos


  Con los datos del ensayo preliminar y de la réplica, se realizó una prueba de t-student entre los tratamientos en el día inicial antes de la infestación, para verificar que no hubiera diferencia significativa entre los pesos de ambos tratamientos. Posteriormente, al cabo de los 125 gd, se realizó un análisis de medidas repetidas con el programa estadístico R versión 3.0.2 (R-Team, 2008; Hothorn y Everitt, 2009) para determinar si había una diferencia en el peso de las plantas entre los tratamientos a lo largo del tiempo. La variable medida fue el peso (g) diario por planta.


  Por medio de un análisis de medidas repetidas (Scheiner y Gurevitch, 2001) se estimó la pérdida del peso de cada planta para cada uno de los intervalos de tiempo (diario). Finalmente, el cálculo del consumo de alimento por los adultos de mosca blanca se obtuvo como la diferencia entre la pérdida de peso de las plantas del tratamiento dos (plantas con adultos de mosca blanca) con las plantas del tratamiento uno (plantas control), es decir, la pérdida de peso corregida entre las plantas que eran consumidas por el fitófago y las plantas que no. El cálculo para la pérdida de peso de cada tratamiento se realizó por medio de las fórmulas 1 y 2:
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  Donde, QTes la pérdida de peso de cada tratamiento, (i) tiempo en días, P(i) es el peso (g) del día del registro, P (i-1) peso (g) del día anterior, Pcla corrección de la pérdida de peso, QT2pérdida de peso del T2, QT1pérdida de peso del T1 (control).


  El cálculo para el consumo de alimento final de T. vaporariorum se hizo por medio de las fórmulas 3 y 4:
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  Donde, Cu es el consumo de alimento total obtenido por individuo, GD grados día promedio diario, Z es el número promedio de la población de individuos registrado. Todas las ecuaciones utilizadas fueron diseñadas para este experimento con el propósito de estimar la tasa de consumo.


  Finalmente, con los datos de peso fresco del segundo experimento, se calculó la tasa de crecimiento absoluto (TAC) de las plantas en los dos tratamientos y se compararon gráficamente. Valores de tasa de crecimiento negativos implican una pérdida de peso de las plantas, de manera similar al ensayo anterior (Fórmula 1). Para el cálculo de la TAC se utilizó la metodología propuesta por Hunt (2002) en la cual los datos de peso fresco tomados diariamente se transformaron por medio del logaritmo natural, con el fin de reducir las fluctuaciones causadas por la toma de datos. Posteriormente se ajustó una regresión polinómica y los parámetros de esta regresión fueron utilizados para calcular la tasa absoluta de crecimiento por medio de las fórmulas 5 y 6:
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  Donde: a, b, c, d, son los coeficientes de la regresión polinómica que se asociaron a la variable PS (Peso) y X corresponde al tiempo fisiológico medido en grados día.


  Para el cálculo de la tasa de consumo de alimento por la mosca blanca se restó de la TAC del tratamiento con mosca blanca la TAC del tratamiento control, para corregir la pérdida de peso causada por el montaje, de forma similar al experimento anterior (fórmula 2). Los valores de tasa de consumo se pasaron de unidades de grados día a unidad de día usando el promedio de grados día acumulado diariamente durante el experimento (1 día = 13 GD) (fórmula 3). Finalmente para saber el consumo de alimento por individuo se dividió el consumo total de alimento de la población entre el número promedio de individuos presentes en las plantas (fórmula 4).


  Determinación de la tasa de consumo de alimento por inmaduros


  Montaje experimental


  Para la estimación de consumo de alimento por los estados ninfales de T. vaporariorum bajo condiciones de laboratorio se realizó un montaje similar al de adultos pero sobre hojas primarias de fríjol infestadas con poblaciones de los cuatro estados ninfales del fitófago. Para obtener las hojas de la misma edad con las poblaciones de inmaduros, se realizaron infestaciones de forma escalonada en plantas de tres semanas de edad, con una población de 1000 adultos de T. vaporariorum por hoja durante 24 horas. Las infestaciones se realizaron con una frecuencia de cada ocho días (ya que es el tiempo promedio entre los instares ninfales de mosca blanca). De esta forma a la cuarta semana se encontraban todos los instares ninfales (I, II, III y IV) de T. vaporariorum en plantas de la misma edad. Por medio de esta metodología se aseguró tener de forma simultánea los cuatro instares en el momento del montaje del experimento. Las hojas cotiledóneas con las poblaciones de inmaduros de la mosca blanca fueron removidas de la planta desde el peciolo, realizando cortes transversales con el fin de preservar la estructura de los vasos conductores.


  Para que las hojas se mantuvieran turgentes y evitar la pérdida de agua, se agregó a un tubo de Eppendorf de 2,0 ml agua destilada estéril (ADE). El peciolo de cada hoja fue puesto en el interior del tubo. Se realizó un diseño completamente al azar con 14 repeticiones por tratamiento, en donde se evaluaron cinco tratamientos correspondientes a cada instar de mosca blanca junto con un control consistente de hojas sin individuos. Se registró el peso en gramos (g) de cada una de las hojas por tratamiento y se realizó el conteo de la población de inmaduros de cada unidad experimental utilizando un estereoscopio marca Leica modelo Stemi 1000 a 50X.


  Análisis de Datos


  Para calcular la tasa de consumo de alimento por los inmaduros de mosca blanca se determinó la pérdida de peso de las hojas registradas diariamente en cada uno de los tratamientos. Debido a que en este experimento no se podía homogenizar el peso de las hojas infestadas en el montaje, en el análisis se utilizaron porcentajes de peso de cada tratamiento con respecto al primer día. Estos porcentajes se graficaron y se compararon cada uno contra el control por medio de un análisis de medidas repetidas. Posteriormente se calculó la tasa de consumo con los datos recopilados de la misma forma que en el experimento de adultos comparando cada tratamiento con el control corrigiendo la pérdida de peso.


  RESULTADOS


  Consumo de alimento por adultos de T. vaporariorum


  Como se explicó en la metodología de este ensayo, las condiciones de las plantas fueron restrictivas, usando como sustrato una solución de agua y actisol (14-35-15), lo que resultó en un crecimiento limitado de las plantas de fríjol.


  Con el fin de comparar la pérdida de peso entre los tratamientos (T1: plantas libres del fitófago versus T2: plantas con adultos de mosca blanca) (Fig. 1A), se homogenizó el peso de las plantas para los dos tratamientos el día del montaje, verificado por una prueba estadística de T Student que mostró que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos (t = 0,92; gl = 8; p < 0,38). La tendencia del peso de las plantas mostró que para el tratamiento de plantas no infestadas, el peso se mantuvo entre 4,22 y 4,6 g, con una reducción del peso desde los 68 hasta los 125 GD. Por lo tanto la diferencia de peso entre cada muestreo da una idea del promedio de pérdida de peso en condiciones limitantes sin la presencia del fitófago. En el caso del tratamiento de plantas con el fitófago, se presentó una reducción mayor en el peso llegando a un peso final de 3,5 g.
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  La prueba de medidas repetidas determinó que existe un efecto del tiempo sobre el peso de las plantas (F = 32,41; gl = 4; p = < 0,0001) y una diferencia significativa entre los tratamientos (F = 17,23; gl = 16; p = 0,0008). Se observó que también existe un efecto significativo de la interacción Tiempo/Tratamiento (F = 2,54; df = 4; p = 0,048), ya que en los primeros días del experimento las plantas contaban con el mismo peso pero después de los 40 GD las plantas de los tratamientos comenzaron a mostrar una diferencia en la pérdida de peso (Fig. 1A).


  Para realizar el cálculo del consumo se tuvo en cuenta la pérdida de peso diaria de los días que presentaron diferencias entre los tratamientos según la prueba estadística y la tendencia de disminución de peso que se observa en la Fig. 1A. Entre estos días se calculó el promedio de la pérdida de peso diario y la tasa de consumo usando las formulas enunciadas anteriormente. El número de adultos promedio que se encontró en las plantas fue de 1001,5 individuos, dando un valor de consumo de alimento de 0,2657 ± 0,0001 mg.día-1 por adulto de mosca blanca para el ensayo preliminar.


  En el experimento con mayor número de repeticiones, la prueba de t-student a dos colas mostró que no había diferencias significativas entre los tratamientos al momento del montaje (t = 0,93; gl = 19; p = 0,364). Los datos de peso mostraron una tendencia decreciente en el tiempo (Fig. 1B). Esto se debe principalmente al factor limitante en nutrientes para las plantas. La Fig. 1C muestra que entre los 69 y 234 GD existe una estabilización del peso de las plantas sin presencia del fitófago en un valor de 4,0 g aproximadamente, sin embargo, para las plantas del tratamiento con la presencia del fitófago se evidenció que el peso no se estabilizaba sino que por el contrario disminuía hasta llegar a los 3,22 g al final del experimento (Fig. 1D).


  Al igual que en el primer montaje, la prueba de medidas repetidas mostró que existe efecto del tiempo sobre el peso de la planta (F = 33,03; gl = 13; p = 0,0001) y que una diferencia significativa ocurrió entre los tratamientos en el tiempo (F = 7,04; gl = 13; p = 0,0001). Esta diferencia fue marcada desde los 94 grados día (Fig. 1B) tiempo en el cual la curva de peso de las plantas del tratamiento con la presencia de la plaga, muestra una tendencia hacia el descenso, mientras que la del tratamiento sin presencia de la plaga se mantiene estable.


  La Fig. 2 muestra la Tasa Absoluta de Crecimiento (TAC) calculada a partir de la metodología propuesta debido a que las fluctuaciones en la pérdida de peso en ambos tratamientos para este ensayo dificultan la estimación de la tasa de consumo por medio de la diferencia entre los promedios de la pérdida de peso de ambos tratamientos, como se realizó en el ensayo anterior. La TAC se utilizó no sólo para calcular la tasa de consumo, sino también como herramienta para corroborar que las plantas de los tratamientos estuvieran bajo condiciones limitantes y no hubiera un crecimiento que pudiera dificultar la estimación de la tasa de consumo de alimento de mosca blanca.
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  La TAC mostró valores negativos para ambos tratamientos debido a que las plantas no estaban acumulando peso sino que por lo contrario lo estaban perdiendo en el tiempo, pero con una tasa cada vez menor hasta aproximarse a cero. La TAC para las plantas sin presencia del fitófago obtiene valores positivos después de los 180 grados día, tiempo en el cual la planta ha dejado de perder peso y comienza a acumular nutrientes que permiten que genere nueva biomasa (Fig. 2). En este punto se puso fin al experimento.


  La tasa de consumo en este experimento se estimó como la diferencia entre la TAC de las plantas con mosca blanca y la TAC de las plantas sin mosca blanca (Fig. 2, curva TCMB). Esta diferencia enmarca la pérdida corregida de peso de las plantas al ser atacadas, lo cual es indirectamente equivalente al consumo de alimento de la mosca blanca. El dato final se calculó como el promedio de los datos de la curva de consumo (Fig. 2) convertidos de gramos/grados día (g/gd) a miligramos/día (mg/d) (un día = 13 grados día) y dividiéndolo por el número promedio de adultos registrados durante el experimento que fue de 224 individuos.


  Finalmente, la tasa de consumo de alimento por el adulto de mosca blanca se estimó con un valor promedio de 0,277 ± 0,0042 mg.dia-1 por adulto. Comparando este valor de consumo con el que se obtuvo en el ensayo preliminar (0,265 ± 0,0001 mg.día-1 por adulto) se puede evidenciar que los valores son similares. Debido a que el último ensayo se realizó con un mayor número de muestras se pudo verificar que el dato estimado es confiable.


  Consumo de alimento por inmaduros de T. vaporariorum


  Con el fin de homogenizar los valores de pérdida de peso en los cinco tratamientos se calcularon los porcentajes de peso diario con respecto al día inicial y se realizó una gráfica comparativa (Fig. 3). La curva de pérdida de peso de las hojas del tratamiento control mostró que desde los 34 hasta los 94 GD se alcanzó una estabilización del peso de la hoja entre un 60 y 70 % del peso inicial (Fig. 4), posteriormente se evidencia un crecimiento del peso y una caída final para llegar a un peso correspondiente al 50 % del inicial. En este punto se puso fin al experimento.
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  Cómo se observa en la Fig. 3 el tratamiento control tiene un menor porcentaje de pérdida de materia fresca comparado con los demás tratamientos, lo cual implica que en los tratamientos correspondientes a las ninfas de primer, segundo, tercer y cuarto instar, existe una reducción por efecto del consumo de alimento de mosca blanca. Lo cual se apoyó en el análisis de medidas repetidas en donde se encontró un efecto del tiempo sobre el peso tanto para el control como los tratamientos, así como también diferencias entre el control y cada uno de los tratamientos (Tabla 1.).
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  Para los tratamientos correspondientes al primer y segundo instar se calculó un consumo de 0,0516 ± 0,003 y 0,0523 ± 0,005 mg.día-1 por ninfa, con una población promedio aproximada de 2445 y 1872 ninfas de mosca blanca respectivamente. Este consumo fue calculado a partir de la corrección del porcentaje de pérdida de peso de materia fresca de las hojas del tratamiento control menos el peso de las plantas que estaban sometidas a las ninfas de mosca blanca. Al final del experimento el tratamiento uno mostró una pérdida de 10 % de peso con respecto al control, para el tratamiento dos, esta diferencia fue del 20 %.


  Por el contrario, para el tratamiento tres (tercer instar de mosca blanca) se encontró una diferencia del 10 % con las plantas control al final del experimento, lo cual se debe a que el número de individuos en este tratamiento era de aproximadamente 710 ninfas, es decir que menos ninfas de tercer instar causan un daño similar que 2445 ninfas de primer instar. El consumo calculado para este instar fue de 0,141 ± 0,017 mg.día-1 por ninfa el cual se evidenció desde los 34 GD hasta los 126 GD.


  En el último instar de mosca blanca, que corresponde al tratamiento cuatro (ninfa de cuarto instar), el consumo fue mayor, con un valor de 0,188 ± 0,016 mg.día-1 por ninfa calculado a partir de una población de 800 individuos. La diferencia en la pérdida de materia fresca con respecto al control es de más del 25 % luego de los 114 GD.


  DISCUSIÓN


  Las tasas de consumo calculadas en este trabajo mediante una metodología indirecta, permiten tener una mejor comprensión de las relaciones tróficas entre el fitófago y la planta, de tal manera que se puede cuantificar el daño causado por la herbívora de esta plaga de importancia agrícola para el país.


  En el tratamiento T1 del experimento de adultos no hubo aumento significativo en la materia fresca total de la planta aunque se observó que a los 96 GD las plantas intentaban generar nuevos foliolos sin importar que tuvieran una limitación de nutrientes en la solución en la que se encontraban. Este hecho se debe a que la planta, en ausencia de nuevos foto asimilados, es capaz de movilizar recursos desde las reservas hacia las nuevas estructuras vegetativas (Taiz y Zeiger, 2006; Lambers et al., 2008).


  Las plantas para el tratamiento con la presencia de adultos presentaron una reducción de la turgencia de las hojas, lo cual afectó el sistema vascular reduciendo la capacidad de acumular foto-asimilados para el crecimiento y mantenimiento de la planta. Esta reducción de la turgencia se dio a pesar de que las plantas estaban en una solución nutritiva, difiriendo con el tratamiento control, en el cual las plantas permanecieron turgentes. Es posible que al retirar los foto asimilados de la planta, los adultos de mosca blanca están causando un desbalance osmótico en los tejidos de la hoja (Schowalter, 2006; Gullan y Cranston, 2010).


  Hasta los 100 GD, la pérdida de peso para los dos tratamientos fue la misma, pero luego de este momento las plantas con adultos de mosca blanca presentan una caída más notoria. El consumo de alimento por los adultos se inicia en las primeras 24 h de interacción entre la plaga y la planta (Lei et al., 1999), sin embargo la caída en el peso se da por la remoción continua de foto asimilados después de un determinado número de grados día (Diaz, 2011).


  El tejido criboso del floema está conectado por medio de células que se comportan como secciones de canales formando el haz vascular en una estructura tubular. Normalmente, cuando las plantas vasculares detectan un daño en las células del floema o cuando la presión del fluido se reduce, las plantas pueden cerrar secciones del tejido criboso para evitar el efecto de "sangrado" (Taiz y Zeiger, 2006). Sin embargo, en el caso de un ataque por mosca blanca, las plantas no responden a la acción del fitófago, debido a que éste evita activar los mecanismos de defensa utilizando un canal salivar que le permite entrar entre los tejidos de la planta sin producir daño mecánico. Además de esto, se ha reconocido que dentro de la fisionomía del aparato bucal de las moscas blancas existe un órgano que hace las veces de válvula, la cual permite regular la cantidad de fluido que entra por presión al estilete (Stansly y Naranjo, 2010).


  El valor de consumo de alimento por el adulto estimado en este trabajo fue de 0,265 mg.día-1 el cual es más alto que el peso de un individuo reportado en otras especies de mosca blanca. No existen reportes de peso de adultos o de instares de T. vaporariorum, sin embargo, debido a que la morfometría de esta mosca blanca es similar a la de otras especies, es posible asumir que los valores de peso de individuos de Bemisia tabaci (Gennadius) son cercanos a los de T. vaporariorum (Carapia-Ruiz y Castillo-Gutiérrez, 2013). Chu et al. (2003) reportaron que el peso de individuos adultos de B. tabaci es de 0,039 mg y 0,017 mg para la hembra y macho adulto respectivamente. El mismo patrón sucede con los instares, ya que los mismos autores reportaron valores de peso para el primer, segundo, tercer y cuarto instar de 0,001, 0,0036, 0,0084 y 0,03 mg respectivamente, siendo estos valores menores a las tasas de consumo de alimento de los mismos instares encontrados en este trabajo; 0,052, 0,052, 0,14 y 0,19 mg.día-1 respectivamente.


  Este fenómeno en el que la tasa de consumo de alimento en peso es mayor que el peso del individuo se debe a que las moscas blancas, después de haber hecho la inserción en el tejido de la planta, permanecen alimentándose y excretando los productos de la digestión continuamente en el día. Lei et al. (1997) reportaron que la tasa de excreción está correlacionada al periodo de alimentación, es decir que después de la inserción del estilete, la mosca blanca permanecerá excretando mielecilla mientras se esté alimentando. Los autores reportan un desfase de dos horas entre el comienzo de la alimentación y el comienzo de la excreción, tiempo en el cual la mosca blanca realiza la digestión. Hong y Rumei (1993) reportaron que un evento de alimentación de un adulto puede durar de 20 a 22 h, mientras que para el tercer y cuarto instar puede sobrepasar las 24 h.


  Este comportamiento de continua alimentación y excreción se debe a que la composición del fluido del floema es rico en azúcares y en aminoácidos no esenciales para el desarrollo, así que la mosca blanca debe extraer una gran cantidad de fluido para poder cubrir sus requerimientos alimenticios (Hong y Rumei, 1993). Por esta razón la tasa de alimentación medida en este trabajo en unidades de mg.día-1 es mucho más grande que el peso de los individuos. Hasta el momento se desconoce qué proporción del total de fluido consumido es efectivamente usado para el metabolismo del insecto.


  Las metodologías propuestas permiten replicar este trabajo en otras plantas hospederas de este fitófago y constituyen el primer reporte en la literatura de una medición del efecto del consumo de alimento de la plaga sobre la planta. Teniendo en cuenta que la mosca blanca remueve foto asimilados de la planta, esta metodología sería la única que permitiría puntualmente estimar el efecto de esta remoción. Los datos arrojados por este trabajo permitirán construir modelos de simulación que tengan encuenta los intercambios energéticos que se producen en forma de biomasa desde un nivel trófico inferior a uno superior.


  CONCLUSIONES


  La tasa de consumo de alimento por adultos de T. vaporariorum se estimó por medio de dos análisis diferentes; el primero como la diferencia en el promedio de pérdida de peso entre las plantas con y sin fitófago, y el segundo como la diferencia entre la tasa de crecimiento absoluto de las plantas en los dos tratamientos. En cualquiera de los dos casos, el valor del consumo fue similar, lo cual evidencia que la metodología utilizada es la apropiada para la estimación indirecta de la tasa de consumo de alimento por T. vaporariorum.


  El valor estimado de consumo de alimento para todos los estados de mosca blanca representan un valor teórico mínimo ya que para el caso de los adultos, las plantas se encontraban en condiciones limitantes de nutrientes, ofreciendo al fitófago una calidad baja de nutrientes. Para el caso de los inmaduros la remoción de la hoja de la planta también limita la oferta de nutrientes de ésta hacia los fitófagos, por lo cual el valor estimado de tasa de consumo podría ser mayor si se ofrecen mejores condiciones.


  Comparando los valores de la tasa de consumo de alimento y el peso aproximado de individuos adultos, se puede concluir que la mosca blanca puede consumir en un día seis veces su peso, gracias a su rápido metabolismo y la constante excreción de mielecilla. Para los individuos inmaduros esta proporción puede ser de ocho veces su peso en promedio.


  Cabe resaltar que los valores de tasa de consumo de alimento para cada estadio de T. vaporariorum fueron obtenidos por medio de una metodología indirecta, ya que el estudio del consumo directo de alimento presenta muchas dificultades debido al tamaño de la especie, y a que ésta no es un removedor de biomasa como en el caso de otros fitófagos, sino un secuestrador de foto asimilados.
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  RESUMO


  A fusariose é uma importante doença na cultura do maracujá e causa severa limitação na produção de frutos e redução da longevidade dos pomares. Objetivou-se avaliar o efeito de resíduos orgânicos in vitro e in vivo como medida alternativa no controle da fusariose do maracujazeiro, causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Foram avaliadas seis concentrações in vitro (0, 2, 4, 6, 8 e 10 %), na forma de extrato aquoso, na inibição do crescimento micelial e in vivo (0, 20, 40, 60, 80 e 100 g kg-1), incorporados ao solo, para o controle de Fusarium. Os resíduos orgânicos utilizados foram folhas de eucalipto, bagaço do coco babaçu e casca de mandioca. Nestes resíduos foram realizadas análises nutricionais e microbiológicas. Foi confirmada a patogenicidade dos isolados testados, o que comprova a fusariose em maracujazeiro amarelo in vivo. O bagaço do coco babaçu foi o que apresentou maiores concentrações de N, P e K. As espécies fúngicas presentes com maior frequência foram Penicillium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus. In vitro o extrato de bagaço do coco babaçu obteve inibição significativa a 6 % e os extratos de folhas de eucalipto e casca de mandioca a 10 %. In vivo a concentração de 60 g kg1 de bagaço do coco babaçu e 80 g kg1 de casca de mandioca foram eficientes no controle da fusariose. O resíduo de eucalipto não influenciou o desenvolvimento da murcha do fusário no maracujazeiro em casa de vegetação. É possível utilizar resíduos orgânicos para o controle da fusariose em maracujazeiro amarelo.


  Palavras chave: biocontrole, fusariose, resíduos orgânicos, supressividade.

  


  ABSTRACT


  The fusarium is an important disease in yellow passion fruit that causes severe limitation in fruit production and reduced longevity of the orchards. This study aimed to evaluate the effect of organic residues in vitro and in vivo as alternative control in Fusarium of yellow passion fruit, caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Six concentrations were evaluated in vitro (0, 2, 4, 6, 8 and 10 %), in the form aqueous extracts, in the mycelial growth inhibition and in vivo (0, 20, 40, 60, 80 and 100 g kg-1), incorporated on soil for the Fusarium control. The organic residues used were eucalyptus leaves, bagasse babassu and cassava peeling. These residues were subjected to nutritional and microbiological analyzes. The pathogenicity of isolates tested was confirmed, which proves the presence of Fusarium in yellow passion fruit in vivo. Bagasse babassu presented the highest N, P and K concentration. Fungal species with higher frequency were Penicillium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus and Aspergillus ochraceus. I There was a significative inhibition in vitro of the bagasse babassu extract at 6 % and other two residues at 10 %. In vivo the 60 g kg-1 of bagasse babassu and 80 g kg-1 of cassava peeling were efficient for Fusarium control. Eucalyptus leaves presented no effect on development of Fusarium wilt in yellow passion fruit in the greenhouse. The organic residues can be used for the Fusarium control in yellow passion fruit.


  Keywords: biocontrol, Fusarium, organic waste supressiveness.

  


  RESUMEN


  La fusariosis, es una importante enfermedad en el cultivo de maracuyá que causa una severa limitación en la producción de frutos y una reducción en la longevidad del cultivo. Este trabajo tuvo como objetivo, evaluar el efecto de residuos orgánicos in vitro e in vivo como medida alternativa para el manejo de la fusariosis en el maracuyá, causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Se evaluaron seis concentraciones in vitro (0, 2, 4, 6, 8 y 10 %) en forma de extracto acuoso, e igual número, para la inhibición del crecimiento micelial in vivo (0, 20, 40, 60, 80, 100 g kg-1), incorporados al suelo para el control de Fusarium. Los residuos orgánicos utilizados, fueron hojas de eucalipto, bagazo de coco babasú y cáscara de yuca. Estos residuos fueron sometidos a análisis nutricionales y microbiológicos. Se confirmó la patogeneidad de los aislados evaluados, lo que comprobó la presencia de fusariosis en el maracuyá amarillo in vivo. La bagazo babasú, presentó las mayores concentraciones de N, P y K. Las especies fúngicas presentes con mayor frecuencia fueron Penicillium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus. En el proceso in vitro, el extracto de babasú presento inhibición significativa en la concentración del 6 % y, en los extractos de hojas de eucalipto y cáscara de yuca la del 10 %. A nivel in vivo, la concentración de 60 g kg1 de bagazo babasú y 80 g kg1 de cáscara de mandioca, fueron eficientes en el control de fusariosis. El residuo de eucalipto no influenció el desarrollo de la mancha de fusarium del maracuyá en vivero. Es posible utilizar residuos orgánicos para el control de fusarium en el cultivo de maracuyá amarillo.


  Palabras clave: control alternativo, Fusarium, residuos orgánicos, supresión.

  


  INTRODUÇÃO


  O gênero Passiflora possui mais de 500 espécies distribuídas pelos trópicos, principalmente no Brasil, onde ocorrem mais de 100 espécies, com o maracujá amarelo ocupando 95 % da área cultivada comercialmente (Silva, 2004), fato que torna o país o maior produtor mundial com cerca de 60 % da produção (Arêdes et al., 2009). No entanto, a sua crescente produção tem vindo acompanhada de problemas em relação ao surgimento de doenças no pomar, isto porque este aumento não tem sido acompanhado por cuidados que evitem a disseminação de doenças, aumentando e agravando-as, chegando a inviabilizar o cultivo em determinadas regiões (Santos Filho etal., 2004).


  Diante do grande número de doenças que afeta o maracujazeiro está a fusariose, causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae Purss., um fungo habitante do solo que coloniza os vasos da planta através de pequenos ferimentos ou aberturas naturais nas raízes, causando obstrução do xilema e morte da planta. Após o apodrecimento das raízes, o sintoma ocorre na forma de murcha, iniciando-se nas extremidades do ramo, e com a retirada da casca da planta observa-se os tecidos escurecidos a partir do colo da planta. No Brasil foi inicialmente constatada na região de São Paulo em 1968 em plantas da variedade "rosado" (Passiflora edulis) (Fischer et al., 2005).


  O manejo tradicional da fusariose é realizado principalmente através da aplicação de fungicidas, não registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). No entanto, devido a contaminação do ambiente, os prejuízos causados � saúde do homem e o surgimento de linhagens resistentes do patógeno, tem-se buscado atualmente, medidas alternativas no manejo da doença que vise principalmente restaurar a biodiversidade. Para isso lança-se mão de princípios agroecológicos no sentido de manejar cuidadosamente o agroecossitema sem provocar danos desnecessários ou irreparáveis, buscando devolver sua elasticidade e força, ao mesmo tempo em que se esforça para combater as pragas, doenças ou deficiências do solo (Altieri e Nicholls, 2003). Dentre estas alternativas destaca-se a potencialidade do uso de resíduos vegetais incorporados ao solo, contribuindo para o aumento da comunidade microbiana complexa, auxiliando na atividade antagônica ao microrganismo patogênico, promovendo a supressividade do solo, melhorando sua fertilidade e resistência das plantas as doenças (Café Filho e Lobo Júnior, 2000; Cruz et al., 2013). Pesquisas mostram que a adição de resíduos ao solo pode desencadear o processo de supressividade a doenças (Termorshuizen et al., 2006; Bonanomi et al., 2007).


  Partindo da premissa que a adição de resíduos orgânicos ao solo pode promover o controle biológico de patógenos de solo e levando em consideração a abundante disponibilidade dos resíduos de bagaço do coco babaçu (Orbignya phalerata Mart.), casca de mandioca (Manihot esculenta Crantz.) e folhas de eucalipto (Eucalyptus citriodora Hooker M.) no estado, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da incorporação destes resíduos orgânicos como medida alternativa no controle da fusariose do maracujazeiro.


  MATERIAL E MÉTODOS


  Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Fitopatologia e em condições de casa de vegetação, com temperatura de 27 °C e umidade relativa 85 %, localizados no Núcleo de Biotecnologia Agronômica da Universidade Estadual do Maranhão - UEMA.


  Coleta de material vegetal e isolamento de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae


  Para detecção da fusariose foram coletadas plantas apresentando sintomas de murcha e escurecimento vascular, nos seguintes pólos de produção de maracujá localizados na Ilha de São Luís/MA: Quebra Pote, Bom Jardim II, Cinturão Verde, Panaquatira e Sítio Bom Jesus/ Cidade Olímpica.


  O isolamento do F. oxysporum f. sp. passiflorae foi realizado a partir de fragmentos da região do colo de plantas sintomáticas. Os fragmentos passaram por desinfestação com álcool a 70 %, hipoclorito de sódio a 50 %, seguida de lavagem com água destilada e esterelizada. Realizada a desinfestação, os fragmentos foram plaqueados em meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA). Três dias após isolamento foi efetuada a identificação dos isolados do patógeno com auxílio de microculturas, observandose as características morfológicas dos macroconídios, microconídios e conidióforos (Menezes e Assis, 2004).


  Obtenção, análises físico-químicas e microbianas dos resíduos orgânicos


  O material utilizado para preparo dos resíduos vegetais foi coletado em diferentes localidades conforme as peculiaridades de cada espécie onde: as cascas de mandioca foram adquiridas em propriedades rurais e em pólos agrícolas de produção de mandioca para fabricação de farinha; o bagaço do coco babaçu foi adquirido da produção extrativista, através do Movimento Interestadual das Quebradeiras de Coco Babaçu (MIQCB) e da Associação em Áreas de Assentamento no Estado do Maranhão (ASSEMA), como resultado da prensagem das amêndoas do coco babaçu para retirada do óleo e as folhas de eucalipto foram coletadas de plantas adultas no Campus da UEMA.


  Em laboratório, o material vegetal passou pelo processo de lavagem, homogeneização e secagem em estufa a 60 °C durante 72 h, sendo triturados em moinho de faca e armazenados em recipientes fechado a 25 °C ± 1, até sua utilização.


  Para análise das propriedades químicas, os resíduos foram encaminhados para o Laboratório de Análises de Solo da EMBRAPA Semi-Árido em Petrolina/PE.


  A análise microbiológica de cada resíduo foi realizada no Laboratório de Fitopatologia da UEMA, de acordo com Nakasone et al. (1999) com modificações. Os extratos aquosos foram preparados pela imersão em água destilada por 24 h a 25 °C, seguidos de filtragem em papel de filtro. Para quantificação das bactérias totais, 100 jl do extrato aquoso a 10 %, foi espalhado com auxílio da alça de Drigalski sobre placas de Petri contendo meio de cultura BDA. No levantamento dos fungos totais, espalhou-se 0,5 g de cada resíduo sobre o meio BDA contendo antibiótico. As placas foram incubadas � temperatura ambiente (± 26 °C) sob alternância luminosa (12 h no claro/ 12 h no escuro), nos dois experimentos. As avaliações foram realizadas após 24 h para detecção das bactérias, através da contagem das unidades formadoras de colônias e, após 72 h para identificação das espécies fúngicas, com base nas características morfológicas, com auxílio de chaves dicotômicas (Singh et al. 1991; Barnett e Hunter, 1998; Leslie e Summerell, 2006). Os resultados foram analisados pelo número de espécies fúngicas e frequência de colônias bacterianas presentes nos resíduos.


  Teste de patogenicidade dos isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae


  Os testes de patogenicidade foram realizados em casa de vegetação, onde as mudas de maracujazeiro amarelo foram plantadas em vasos de 2 Kg contendo solo autoclavado e esterco bovino na proporção 3:1, e inoculadas com os isolados do patógeno obtidos durante a coleta em campo.


  A inoculação foi realizada através do método de ferimento das raízes, onde foram efetuados sulcos em um dos lados do sistema radicular das plantas para ruptura das raízes, sendo então depositados, nesses sulcos 20 mL da suspensão de conídios por planta, na concentração de 1x106 conídios/mL. A concentração foi ajustada através da contagem de esporos em câmara de Neubauer. Após inoculação, as plantas foram mantidas por 120 dias em casa de vegetação para posterior avaliação da severidade.


  A avaliação foi realizada 120 dias após a inoculação (de acordo com pré-teste) com base em escala de notas (Cia et al., 1977), com modificações, onde: nota 1 - plantas sadias; nota 2 - escurecimento interno somente na parte basal das raízes e até 35 % das folhas amareladas; nota 3 - escurecimento acima da parte basal das raízes e até 75 % das folhas amarelecidas; nota 4 - plantas mortas. Após quantificação do amarelecimento foliar, as plantas foram colhidas para avaliação do escurecimento dos vasos xilemáticos por meio de corte longitudinal no colo das plantas (Dias, 2000).


  O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com dez tratamentos (isolados do patógeno) e três repetições, sendo a unidade experimental um vaso contendo uma planta. Os dados obtidos foram avaliados pelo programa ASSISTAT e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade.


  Efeito de diferentes concentrações de extratos aquosos dos resíduos orgânicos no crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae


  Para obtenção dos extratos, os resíduos previamente preparados foram pesados e imersos em água destilada e esterilizada, nas concentrações de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 %, e permaneceram por 24 h a 25 °C. Em seguida foram fi ltrados através de membrana de celulose a 0,22 jm, adaptada a seringa, 100 jl de cada extrato foram depositados sobre o meio de cultura BDA e espalhados com alça de Drigalski. Discos de micélio com 6 mm de diâmetro, do isolado mais virulento foram transferidos para o centro das placas contendo os extratos. Em seguida, as placas foram incubados em estufa B.O.D. a 25± 1 °C.


  A avaliação da inibição do crescimento micelial foi realizada conforme Nakasone etal. (1999) com modificações, a partir da leitura, a cada 24 horas, do diâmetro da colônia em dois sentidos diametralmente opostos, com auxílio de uma régua milímetrada. As leituras foram concluídas no sétimo dia, período em que o crescimento do fungo na placa testemunha, contendo somente água destilada esterilizada, preencheu todo diâmetro da placa.


  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 6 x 3, sendo seis concentrações e três extratos. Cada tratamento foi constituído de placas contendo patógeno e extrato, com cinco repetições e a unidade experimental foi representada por uma placa de Petri. Os dados foram transformados em √x + 0,5 e submetidos ao teste de Tukey a 5 % probabilidade.


  Efeito de diferentes concentrações dos resíduos orgânicos no controle da fusariose do maracujazeiro in vivo


  Visando determinar a melhor concentração dos resíduos orgânicos no controle da fusariose, plantas de maracujazeiro amarelo foram transplantadas para vasos com capacidade para 2 kg, contendo solo autoclavado incorporado aos resíduos de babaçu, mandioca e eucalipto, nas concentrações de 0, 20, 40, 60, 80 e 100 g.kg-1 de solo.


  O isolado utilizado neste experimento foi selecionado durante o teste de patogenicidade, sendo escolhido o isolado que apresentou sintomas mais severos da fusariose. O preparo do inóculo, a inoculação e a avaliação foram realizadas de acordo com a metodologia já descrita acima. A avaliação foi realizada através da severidade da doença, com base em escala de notas (Cia et al., 1977), com modificações, 120 dias após a inoculação.


  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repetições. A unidade experimental foi composta por um vaso contendo duas plantas. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.


  RESULTADOS


  Análise das propriedades químicas e microbiológicas dos resíduos orgânicos.


  A análise química mostrou diferença no teor nutricional entre os resíduos orgânicos (Tabela 1). O bagaço do coco babaçu apresentou maiores concentrações de nitrogênio, fósforo e potássio com 40, 60; 9,05 e 12,81 g.kg-1 respectivamente. Demonstrou também a maior concentração de manganês (332,00 mg.kg-1) e de magnésio (3,51 g.kg-1).
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  Na análise das bactérias totais, o resíduo de eucalipto apresentou o maior número de colônias de bactérias com freqüência de 24,71 %, seguido pelos resíduos de bagaço do coco babaçu e mandioca com freqüências de 21,18 % e 18,82 % respectivamente.


  Na avaliação dos fungos totais (Tabela 2 ) as espécies observadas com maior freqüência foram Penicillium sp. (Link.), Aspergillus niger van Tieghem, A. flavus Link e A. ochraceus Wilhelm. No resíduo de bagaço do coco babaçu, foi detectada a maior diversidade de colônias fúngicas, com seis espécies identificadas, destacando-se dos demais resíduos, pela presença de Mucorsp. e Fusarium sp. No resíduo de eucalipto foram constatadas a presença de Aspergillus niger, A. flavus e Penicillium sp., e no resíduo de mandioca as espécies Aspergillus niger, A. flavus e A. ochraceus.
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  Teste de patogenicidade e seleção dos isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae


  Na figura 1 pode-se observar que todos os dez isolados obtidos na coleta em campo de cultivo de maracujá foram patogênicos, não havendo diferença significativa quanto sua agressividade, indicando que todas as plantas demonstraram sintomas da fusariose. No entanto, o isolado quatro, oriundo do pólo agrícola de Panaquatira, apresentou maior severidade, sendo este selecionado para ser usado nos demais testes deste trabalho.


  [image: ]


  Efeito de diferentes concentrações de extratos aquosos dos resíduos na inibição do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae


  De acordo como os resultados apresentados na tabela 3, pode-se observar que os extratos aquosos inibiram o crescimento do fungo, demonstrando a ação eficiente na inibição do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae.
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  O extrato de bagaço do coco babaçu proporcionou a inibição do crescimento micelial de F. oxysporum em todas as concentrações testadas, no entanto a concentração de 6 % foi a que demonstrou maior eficiência. O extrato da casca de mandioca promoveu inibição parcial do crescimento micelial nas concentrações de 2 % e 10 %, já no extrato de eucalipto as concentrações mais eficientes foram as de 8 % e 10 %, sendo que a concentração de 10 % proporcionou inibição total do fungo em meio de cultura (Tabela 3).


  Efeito de diferentes concentrações dos resíduos orgânicos no controle da fusariose do maracujazeiro amarelo in vivo


  O resultado da incorporação dos resíduos orgânicos ao solo demonstrou que os resíduos bagaço do coco babaçu a 80 g.kg-1 e casca de mandioca a 60 g.kg-1, apresentaram efeitos positivos no controle da doença, enquanto que o resíduo de folhas de eucalipto não apresentou diferença significativa em nenhuma das concentrações testadas (Tabela 4).
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  DISCUSSÃO


  O resíduo mais eficiente na redução da fusariose do maracujazeiro foi o bagaço do coco babaçu, o que pode ser justificado pelo seu teor nutricional. Morales et al. (2012) relata que no manejo de doenças de plantas deve ser levado em consideração, principalmente, a ação conjunta dos nutrientes, que impossibilitarão o desenvolvimento fúngico através da ação conjunta de vários mecanismos de inibição do patógeno. O fornecimento de nutrientes através da incorporação de resíduos orgânicos pode auxiliar ou mesmo controlar doenças de plantas, segundo Basseto et al. (2007) um dos nutrientes de maior influência sobre as doenças é o potássio, pois age aumentando a espessura da parede celular, proporcionando maior rigidez dos tecidos e promovendo a rápida recuperação após injúrias, e consequentemente torna a planta resistente ao desenvolvimento de alguns patógenos.


  Yergeau et al. (2006) verificou que a população de Fusarium sofreu influência com a manipulação do nível de fósforo no solo, reduzindo a incidência da fusariose na cultura do aspargo (Asparagus officinalis L.) em campo. Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, onde os maiores níveis de fósforo foram detectados nos resíduos de mandioca e babaçu, que proporcionaram maior controle da doença do maracujazeiro.


  A redução de doença com incorporação de resíduos também foi observado por Pinto et al. (2010), quando incorporou casca de camarão associada a casca de Pinus na concentração de 4 %, constatando a supressividade da fusariose em crisântemo (Chrysanthemum morifolium L.), causada por Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi e promoveu o crescimento da planta, devido um aumento nas concentrações dos nutrientes presentes no substrato, como nitrato, magnésio, cálcio, sódio, cloreto e fósforo.


  A análise microbiológica dos resíduos mostraram que fungos do gênero Aspergillus e Penicillium foram encontrados em maior quantidade, sugerindo-se que estes estão contribuindo para a supressividade do solo a doença, promovendo atividade biocontroladora. Vários experimentos utilizando fontes de matéria orgânica apresentaram eficiência contra fitopatógenos (Veras et al., 2007; Ambrosio et al., 2008; Ferreira et al., 2009; Castaño et al., 2011; Cruz et al., 2013), devido � comunidade microbiológica associada a ela e a complexa relação que mantêm com a microbiota habitante do solo.


  De acordo com Castaño et al. (2011) a natureza química dos materiais a partir do qual o composto orgânico é preparado, determinará a população de microrganismos presente neste. Dentre populações de microrganismos responsáveis pela supressividade de patógenos de plantas, Aspergillus spp. e Pseudomonas spp., apresentam específica taxa de produção de um metabólito antifúngico que promove alterações fisiológicas em F. oxysporum e Streptomyces spp., atuando de forma mais intensa na rizosfera estimuladas pela produção de exsudados vegetais (Weller et al., 2002).


  Em testes realizados para verificar a influência de microrganismos antagonistas na ocorrência da murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum Smith) em tomateiro, Uesugi e Tomita (2002) comparando a utilização de compostos orgânicos frescos e esterilizados, constataram que nos tratamentos com material esterilizado o percentual de plantas com sintomas foi significativamente maior, cerca de 40 %, enquanto no composto in natura o percentual de incidência chegou a 26,31 %, os autores relacionaram a ação antagônica de microrganismos saprófitos � supressão da doença. Resultados semelhantes foram encontrados por Suárez-Estrella et al. (2007), quando isolaram microrganismos de resíduos oriundos de compostos orgânicos horticulturais e relacionaram a atividade desses organismos � supressão de F. oxysporum f. sp. melonis, identificando várias espécies de Aspergillus, como sendo o microrganismo de maior abundância no composto, sendo considerado potencial agente biocontrolador da doença estudada. Esses dados reforçam os resultados obtidos neste trabalho, confirmando a influencia da composição da microbiota dos resíduos na redução da severidade da fusariose em maracujazeiro.


  Os isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae testados mostraram variação na agressividade evidenciando variabilidade genética na população, resultados semelhantes foram encontrados por Bueno et al. (2010), que verificaram que a população fúngica de Fusarium solani em maracujazeiro amarelo apresentou variabilidade quanto a agressividade evidenciando a diversidade genética da espécie.


  As concentrações dos extratos aquosos testados inibiram o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae, evidenciando eficácia destes extratos no controle deste fungo. O mesmo foi verificado por Ferreira et al. (2009), que constataram que extratos de nim e citronela proporcionaram redução do crescimento micelial desse mesmo patógenos nas concentrações de 4 % e 6 % respectivamente.


  Os resultados obtidos com o extrato de eucalipto reforçam o que foi relatado por Felix et al. (2007), que utilizou os extratos vegetais de eucalipto e citronela (Cymbopogon nardus Rendle.) constatando total inibição do crescimento micelial e da esporulação de Glomerella cingulata (Stonem), ressaltaram, ainda, que o principio ativo do eucalipto, o eucaliptol é um antimicrobiano comprovadamente eficiente e sua presença contribuiu significativamente para inibição do crescimento micelial de fungos.


  Além da inibição de crescimento micelial de Fusarium, esse resíduo também apresentou efeito sobre outros fitopatógenos como relata Bonaldo et al. (2004), que constataram a eficiência da utilização de extrato aquoso de eucalipto no controle de Colletotrichum lagenarium (Pass.) em pepino (Cucumis sativus L.), que além de inibir a germinação dos esporos e a formação de apressórios do fungo in vitro, ainda apresentou grande potencial em induzir resistência local no pepino contra a antracnose.


  Nos resíduos orgânicos, encontram-se substâncias que exercem ação fungicida, bactericida e nematicidas, por isso se tornam uma ferramenta adequada na utilização para o controle de fitopatógenos (Silva et al., 2006), principalmente pelo fato de muitos desses resíduos serem de fácil acesso para pequenos e médios produtores, sendo que a mandioca é abundante em áreas rurais da região Nordeste, aliando-se assim a disponibilidade dos resíduos, a eficiência destes em controlar fitopatógenos, diminuindo os custos com o controle de doenças e proporciona o uso de resíduos locais evitando a entrada de insumos externo nas propriedades rurais.


  Vale ressaltar, que pesquisas com resíduos de bagaço do coco babaçu e casca de mandioca no controle de fitopatógenos são raros, mas tornam-se extremamente importantes como alternativas agroecológicas para agricultura familiar.


  Os resultados da incorporação dos residuos ao solo indicou a bagaço do coco babaçu e casca de mandioca como eficientes no controle da fusariose do maracujazeiro. Na análise microbiológica, o bagaço do coco babaçu foi o resíduo que apresentou maior quantidade de espécies fúngicas (tabela 2), além de ter apresentado a segunda maior quantidade de colônias bacterianas. Isso comprova o alto grau de atividade microbiológica do resíduo, que pode ter contribuído significativamente no controle da doença através da ação antagônica dos microrganismos presentes. A incorporação de mandioca associado � solarização proporcionou o controle da murcha de fusarium em tomateiro, inativando completamente o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raça 2 até o 7° dia após a instalação do ensaio, através da liberação dos compostos orgânicos voláteis oriundos da decomposição da mandioca (Wong et al., 2011)


  As análises microbiológicas são importantes para quantificar e identificar as comunidades microbianas presentes no resíduo e relacioná-las ao controle da doença. Sabe-se que existem alguns princípios que tornam possível o controle de fitopatógenos utilizando resíduos orgânicos incorporados ao solo, destacando-se a escassez de alimento para o patógeno, aumentando a comunidade microbiológica do solo e a competição por recursos em geral e diminuindo a disponibilidade de nutrientes (Postma et al., 2008), proporcionando uma ação biótica e abiótica a partir da incorporação dos resíduos.


  Com o aumento da microbiota do solo vários mecanismos de ação podem estar envolvidos na interação patógeno-hospedeiro destacando-se antibiose, parasitismo, competição, predação e indução de resistência no hospedeiro, formando uma complexa relação para obtenção de recursos essenciais a sobrevivência, que impossibilita a prevalência de apenas um microrganismo, e também a ocorrência da doença (Bettiol e Guini, 2005).


  A manutenção da diversidade microbiológica do resíduo de bagaço do coco babaçu pode está relacionada também �s altas concentrações N, P, K e Mn encontradas nas análises desse resíduo (tabela 1). Segundo Liu et al. (2008), altos índices de elementos nutricionais no solo favorecem a diversidade microbiológica, auxiliando na ciclagem de nutrientes e na disponibilização dos mesmos para as plantas, que tendem a adquirir maior adaptabilidade e resistência quando a disponibilidade nutricional é favorável, reforçando o papel da supressividade do solo na inibição do desenvolvimento da doença.


  A Mandioca possui alta concentração de acido cianídrico, substância altamente tóxica para a maioria dos organismos vivos (Wong et al., 2011). Nascimento (2005) em experimento realizado in vivo também comprovou a eficiência da utilização do resíduo da mandioca no biocontrole da murcha bacteriana em tomateiro, causada por R. solanacearum, na concentração de 20 g.Kg-1 de solo, após 30, 45 e 65 dias da incorporação, resultando na diminuição da severidade da doença. Veras et al. (2007) verificaram também que o bagaço do coco babaçu incorporada ao solo na concentração de 20 g.Kg-1, promoveu a supressividade da fusariose em quiabeiro, constatando alto índices nutricionais e microbiológicos do resíduo. A autora relacionou o resultado positivo aos níveis nutricionais do resíduo e a atividade antagônica dos microrganismos.


  Na incorporação de resíduos para controle de doenças é importante salientar que cada patossistema responde de forma específica, fazendo uso de diferentes mecanismos de ação. Termorshuizen et al. (2006) estudaram 18 resíduos e compostos de vários países da Europa em sete patossistemas diferentes para verificar a possível supressão e relacioná-la ao potencial fator inibidor de cada resíduo, em 54 % dos casos estudados verificou-se supressão da doença e em apenas 3 % a doença ocorreu de forma significativa, constatando nas análises com Fusarium oxysporum e com Rhizoctonia solani que o maior fator supressor foi � competição com os demais microrganismos da rizosfera.


  Testando o efeito de compostos orgânicos e de adubos comumente comercializados, Van der Gaag et al. (2007) constataram que a ação dos nutrientes e a presença da microbiota ativa dos compostos influenciou na supressão � F. oxysporum f. sp. cyclamini, onde a relação estabelecida pelos microrganismos possibilitou a ação antagônica ao patógeno, influenciada pela presença dos fertilizantes que disponibilizaram maior quantidade de nutrientes para manutenção das comunidades biológicas, reforçando o efeito conjunto dos nutrientes e diversidade microbiana na redução da fusariose do maracujazeiro.


  Cruz et al. (2013), estudando a fusariose do tomateiro verificaram que a incorporação das leguminosas leucena, feijão guandu, amendoim forrageiro e feijão de porco foram eficientes no controle da doença, reduzindo a severidade. Essa redução pode ter ocorrido pelo aumento da atividade microbiana e da matéria orgânica presente no solo, sendo Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochracceos e Rhizopus stolonifer as espécies prevalecentes nos resíduos estudados.


  Esses resultados mostram-se importantes frente � mudança de paradigma na agricultura e trazem para agroecologia mais uma ferramenta adequada ao processo sustentável que a humanidade necessita e almeja, solucionando de forma coerente os possíveis problemas fitossanitários decorrentes, diminuindo a utilização indiscriminada de agrotóxicos, já que é crescente a procura por alimentos mais nutritivos e sem substância toxicas.


  CONCLUSÕES


  Os resíduos orgânicos de bagaço do coco babaçu e casca de mandioca possuem potencial para o controle da fusariose do maracujazeiro amarelo. Pesquisas adicionais são necessárias para elucidar com maior precisão a forma como o complexo mecanismo de controle atua e identificar a exata influência de cada um dos elementos envolvidos, principalmente em campo, onde a amplitude do controle abrange ainda mais fatores que influenciam ou não, a ocorrência da doença.
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  RESUMEN


  El objetivo de esta investigación fue aislar y caracterizar bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas a la rizosfera de Baccharis macrantha y Viburnum triphyllum, y evaluar su capacidad para solubilizar fosfatos en condiciones in vitro. Además se determinó el efecto de la inoculación de las cepas de BSF más eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha. Las muestras de suelo rizosférico de B. macrantha y V. triphyllum fueron colectadas en los meses de mayo-período de lluvia y septiembre-período seco del 2012. Para la cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y BSF se empleó el método de recuento en placa en los medios Agar Tripticasa de Soya y Pikovskaya (PVK) respectivamente. La capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas aisladas se estimó a partir del diámetro de los halos formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo PVK después de 7 días de incubación a 28 °C. Los ensayos de inoculación en B. macrantha se realizaron con las BSF más eficientes. La inoculación de las BSF B. firmusy P. fluorescens de forma individual y como inoculante combinado mostro un efecto benéfico, incrementando significativamente el porcentaje de germinación de semillas, la altura de la plántula, la longitud de la raíz y el peso seco de B. macrantha. La inoculación de BSF podría ser considerada una estrategia para mejorar el crecimiento y establecimiento de B. macrantha en pastizales abandonados.


  Palabras clave: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restauración.

  


  ABSTRACT


  The objectives of this research was to isolate and characterize phosphate solubilizing bacteria (BSF) associated to the rhizosphere of Baccharis macrantha and Viburnum triphyllum, and to assess their ability to solubilize phosphate under conditions in vitro. Furthermore to determine the effect of inoculation of the strains BSF more efficient on the growth of B. macrantha. Rhizosphere soil samples of B. macrantha and V. triphyllum were collected in the months of May-rainy season and September-period dry the 2012. Trypticase Soya Agar and Pikovskaya (PVK) were used for quantification of culturable heterotrophic bacteria and BSF, respectively. The phosphate solubilizing capacity of the isolated strains was estimated from the diameter of the halo around the colonies formed in the culture medium PVK after 7 days incubation at 28 °C. Inoculation assays were performed with more efficient BSF in B. macrantha. Inoculation of BSF Bacillus firmus and Pseudomona fluorescens individually and as inoculant combined showed a beneficial effect, significantly increasing the percentage of seed germination, seedling height, root length and dry weight of B . macrantha. Inoculation the BSF could be considered a strategy to improve the growth and development of B. macrantha in abandoned pastures.


  Keywords: Bacillus firmus, Pseudomonas fluorescens, restoration.

  


  INTRODUCCIÓN


  La plantación de arbustos y árboles de especies nativas constituye una de las estrategias más ampliamente utilizadas para la restauración de pastizales abandonados (con dominancia de especies exóticas invasivas) y áreas degradadas (Holl, 2002; Goméz et al., 2004; Vargas, 2011), sin embargo, el éxito del establecimiento de las plantas y la sucesión dependen en gran medida de la disponibilidad de nutrientes en el suelo y por consiguiente de la actividad de las comunidades microbianas que lo habitan.


  Uno de los factores limitantes más frecuentes en los procesos de restauración es la baja disponibilidad de nutrientes presentes en el suelo, de esta manera las plantas introducidas no se pueden establecer con facilidad, presentando bajas tasas de crecimiento y altos niveles de mortalidad. Adicionalmente, los suelo donde se llevan a cabo los planes de revegetación se caracterizan por ser suelos degradados donde las poblaciones de microorganismos benéficos que establecen relaciones simbióticas con las plantas están muy disminuidas (Barreto et al., 2007; Franco y García, 2012), como consecuencia al realizar planes de restauración se siembran plantas sin los microorganismos que pueden ayudar a su desarrollo y fácil adaptación al suelo. Por tal razón, una de las alternativas que se puede desarrollar para contribuir en la consolidación de los planes de restauración en suelos deteriorados consiste en incrementar la abundancia de microorganismos que establecen asociaciones benéficas con las especies vegetales introducidas (Matias et al., 2009).


  Se realizaron plantaciones experimentales con especies nativas como Baccharis macrantha Kunth y Viburnum tryphyllum Bentham en pastizales abandonados del municipio de Arcabuco, no obstante, el establecimiento de las plantas estuvo limitado en gran medida por la deficiencia de nutrientes principalmente de fósforo (Cortés-Pérez F. Obs. Pers.).


  Aunque el P es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, es el segundo elemento más limitante para el establecimiento y producción de biomasa tanto en ecosistemas naturales como en sistemas bajo manejo antrópico (Hinsinger, 2001; Gyaneshwar et al., 2002; Khan et al., 2007; Richardson y Simpson, 2011). La baja disponibilidad de P en los suelos tropicales se debe a que estos además de ser deficientes en P, son extremadamente ácidos y tienen una fuerte capacidad para fijar P en forma de fosfatos insolubles de hierro y aluminio (Rodríguez y Fraga, 1999; Khan et al., 2007).


  Este evento conduce a la necesidad de aplicaciones repetidas y excesivas de fertilizantes fosfatados solubles, que además de las limitaciones económicas debido a sus altos costos, pueden conducir a problemas ambientales tales como la eutrofización del ecosistemas acuáticos, la salinidad del suelo (Correll, 1998; Del Campillo et al., 1999) y a la acumulación en el suelo de elementos tóxicos presentes en los fertilizantes (Yamazaki y Geraldo, 2003).


  Las bacterias que se encuentran colonizando las raíces de las plantas son denominadas comúnmente como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPRs), definidas por Kloepper (1993). Estas bacterias de vida libre presentes en el suelo, capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizósfera de las especies de plantas que están presentes en la mayoría de los ambientes (Compant et al., 2005), se encuentran ampliamente representadas en cuanto a géneros microbianos. Las PGPRs estimulan el crecimiento de las plantas a través de una compleja mezcla de diferentes mecanismos, que pueden incluir fijación del nitrógeno, producción de sideróforos, síntesis y liberación de fitohormonas, modulación de los niveles de etileno de las plantas y servir como control biológico de fitopatógenos (Fulchieri et al., 1993; Bashan y Holguin, 1998; Cassán et al., 2001a; Cassán et al., 2001b; Richardson et al., 2009). Otros mecanismos que se han propuesto, es el incremento de la captación del agua y minerales, como convertir formas insolubles de P, a formas solubles que pueden ser fácilmente tomada por la raíces de las plantas (Gray y Smith, 2005; Ivanova et al., 2006; Khan et al., 2007; Richardson y Simpson, 2011). Además muchas de estas bacterias tienen la capacidad de trascender las barreras de la endodermis, atravesar la corteza de la raíz hasta el sistema vascular y, como consecuencia, vivir como endófitos en tallos, hojas, tubérculos y otros órganos (Zinniel et al., 2002; Compant et al., 2005) sin causar daño a la planta.


  Uno de los mecanismos más ampliamente estudiados en las PGPRs es la liberación de ácidos orgánicos de bajo peso molecular, estos ácidos a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo quelan los cationes ligados a fosfatos, liberando iones de ortofosfato (H2PO4-1 y HPO3-2), los cuales son fácilmente absorbidos por las raíces de las plantas (Chen et al., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).


  Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) son vitales para el ciclo del P en el suelo y algunas de ellas pueden ser empleadas para aumentar la disponibilidad de este elemento (Richardson y Simpson, 2011). Por ejemplo, en varios trabajos se ha reportado que la inoculación de microorganismos solubilizadores de P en diferentes especies forestales, además de estimular el crecimiento de las plantas en términos de altura, longitud de las raíces y biomasa, ayudan al establecimiento de las mismas en suelos deficientes en P (Galindo et al., 2006; Ramos et al., 2007; Matias et al., 2009).


  En este contexto, los objetivos del presente trabajo fueron aislar y caracterizar BSF asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum y evaluar su capacidad para solubilizar fosfatos en condiciones de invernadero, determinando el efecto de la inoculación de las cepas de BSF más eficientes sobre el crecimiento de B. macrantha.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio y toma de muestras


  Se trabajó un lote experimental de Ecología de la Restauración plantado con Baccharis macrantha y Viburnum triphyllum en el año 2008, ubicado en la vereda Peñas Blancas del municipio de Arcabuco-Boyacá. Los suelos del área de estudio se caracterizan por presentar un bajo contenido de P disponible (2,4 ppm), pH fuertemente ácido (4,8) y por contener una alta concentración de aluminio (1,56 cmol kg-1) según un análisis de caracterización físico-química de suelos realizados en el año 2010 (Cortés-Pérez F. Obs. Pers.).


  Se tomaron 32 muestras (16 de suelo rizosférico de B. macrantha y 16 de V. triphyllum), en dos diferentes períodos climáticos (ocho muestras por especie en cada período climático) correspondientes a los meses de mayo (período de lluvia con precipitación media mensual de 128,3 mm) y septiembre (período seco con precipitación media mensual de 39,9 mm) del 2012.


  Se recogieron muestras de suelo rizosférico, adherido a las raíces de cada una de las plantas, cada una de 50 g, para conformar una muestra integrada de 1 kg, que se depositaron en bolsas plásticas estéril sellopack y se refrigeraron hasta el momento de su análisis.


  Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y bacterias solubilizadoras de fosfatos


  A partir de las muestras de suelo se realizaron diluciones seriadas hasta 10-4, y se inoculó 0,1 mL por duplicado en los medios de cultivo Agar Tripticasa de Soya -ATS- y Agar Pikovskaya -PVK- (empleando como fuente de P fosfato tricálcico-Ca3(PO4)2 5g L-1, Pikovskaya, 1948). Los medios de cultivos ATS y PVK se incubaron a 28°C por 24 h y siete días respectivamente.


  Posteriormente, se realizó la cuantificación de las colonias, las cuales fueron expresadas en términos de unidades formadoras de colonia/g suelo (UFC/g de suelo). El recuento de BSF, se realizó por conteo de las colonias que formaron halo de solubilización en el medio PVK.


  Con el fin de determinar la producción de ácidos orgánicos relacionados con la solubilización de fosfatos, las colonias con halos de solubilización en el medio de cultivo PVK, fueron repicadas al medio Agar Sandar-Rao y Shina -SRSM-1- (este medio contiene la misma composición del medio PVK pero suplementado con 0,1 g/L de purpura de bromocresol, como indicador de pH, Sandar-Rao y Shina, 1963).


  Caracterización de las bacterias solubilizadoras de fosfatos


  Las colonias que formaron halo de solubilización en el medio de cultivo PVK, fueron aisladas y caracterizadas macroscópicamente con base a la pigmentación, borde y elevación. La identificación microscópica se realizó mediante tinción de Gram; adicionalmente se realizó coloración de verde de malaquita para comprobar presencia de esporas y coloración de rojo congo para determinar bacterias formadoras de cápsula.


  Pruebas de identificación a los morfotipos seleccionados


  Las colonias seleccionadas según morfología macro y microscópica se cultivaron en los medios selectivos y diferenciales EMB (Pronadisa)®, agar McConkey (Pronadisa)®, King B (Pronadisa)®, Manitol (Pronadisa)®. Para los microorganismos escogidos a partir de los medios selectivos, se realizaron pruebas bioquímicas convencionales, como catalasa y comerciales, para el caso de las formas bacilares Gram negativas se usó oxidasa (BioMérieux®), los kit de identificación API 20E (Enterobacterias-BioMérieux®) y API 20NE (no Enterobacterias-BioMérieux®), por otro lado, las bacterias Gram positivas, se sembraron en las pruebas BBL CrystalTM. Luego de la lectura de las reacciones producidas, espontáneas o reveladas mediante la adición de reactivos, se llevó a cabo el registro manual de los datos para su posterior incorporación al software APIWEB (bioMérieux). Los resultados obtenidos fueron informados de acuerdo a los criterios establecidos por el fabricante, considerando un resultado como válido cuando el porcentaje de identificación fue de al menos 90 %.


  Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro


  La capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas aisladas se estimó a partir del diámetro de los halos formados alrededor de las colonias en el medio de cultivo PVK después de siete días de incubación a 28 °C. Se consideró como diámetro total a la distancia de extremo a extremo del halo de solubilización incluida la colonia y como diámetro del halo de solubilización (h) a la diferencia entre el diámetro total y el diámetro de la colonia. Así, las cepas aisladas fueron agrupadas según el h en cuatro categorías, 1: h >0-2 mm, 2: h >2-4, 3: h >4-6, 4: h >6.


  El índice de solubilización de fosfatos (IS), se calculó como la relación entre el diámetro total y el diámetro de la colonia (Premono etal., 1996; Ramachandran etal., 2007; Khan et al., 2010). El IS de cada una de las bacterias asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum corresponde al promedio de cinco colonias.


  Ensayos de inoculación en B. macrantha


  El aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF), se realizó a partir de suelo rizosférico de B. macrantha y V. triphyllum, sin embargo, los ensayos de inoculación solamente se llevaron a cabo en semillas de B. macrantha, debido a que no fue posible obtener semillas de V. triphyllum por el estado fenológico en el que se encontraba la planta en el período en el que se realizó el ensayo.


  El experimento se estableció en un invernadero ubicado en instalaciones de la Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia en la ciudad Tunja, a una temperatura promedio de 13,2 °C y 2810 m s. n. m.


  Preparación de los inoculantes


  Las dos cepas que presentaron mayor IS en condiciones in vitro fueron identificadas mediante pruebas bioquímicas comerciales como Bacillus firmus y Pseudomonas fluorescens. Cultivos de las dos cepas con 24 h de crecimiento en ATS fueron repicados en caldo Luria Bertani (LB), e incubados hasta obtener una densidad de 108 UFC/mL. La suspención B. firmus y P. fluorescens se ajustó una absorbancia de 1,0 a 600 nm y de 0,1 a 600 nm respectivamente.


  Para producir un inoculante combinado (B. firmus + P. fluorescens), previamente se realizaron pruebas de compatibilidad, mediante la técnica de enfrentamiento dual que consiste en trazar en una caja de ATS una estría de una de las cepas a enfrentar, mientras que la otra cepa a examinar es sembrada perpendicularmente con respecto al cultivo inicial. A continuación las cajas fueron puestas en incubación a 30 °C por 48 h (Mittal et al., 2008). Al final del período de incubación no se formaron zonas de inhibición de crecimiento entre las dos cepas.


  Parámetros de crecimiento


  El diseño del experimento correspondió a un diseño completamente al azar con cuatro tratamientos, cada uno con 36 réplicas. Los tratamientos aplicados correspondieron a: (1) suelo estéril + semillas de B. macrantha inoculadas con B. firmus; (2) suelo estéril + semillas de B. macrantha inoculadas con P. fluorescens; (3) suelo estéril + semillas de B. macrantha inoculadas con B. firmus + P. fluorescens (inoculante combinado); (4-Control): suelo no estéril + semillas de B. macrantha sin ningún tipo de tratamiento, y por último (Control-caldo LB): semillas de B. macrantha en caldo Luria Bertani (con el fin de observar posibles efectos del medio de cultivo en las semillas).


  Como sustrato para la germinación de las semillas se utilizó suelo estéril (autoclavado durante tres ciclos a 121°C, 15 lb presión durante 15 minutos) proveniente del área de estudio. Los pozos de las bandejas de germinación previamente desinfectados con alcohol al 70 %, fueron rellenados con aproximadamente 35 g de suelo estéril (para los tratamientos 1, 2 y 3) y suelo no estéril (para el tratamiento 4-control).


  Semillas de B. macrantha superficialmente higienizadas, se sumergieron en 30 mL de cada uno de los inoculantes bacterianos (B. firmus, P. fluorescens e inoculante combinado) durante 60 minutos a 30 °C (Farina et al., 2012). A continuación, en cada uno de los pozos se sembró un grupo semillas (100) a 5 mm de profundidad. El porcentaje de germinación de las semillas para cada tratamiento se registró semanalmente hasta los 72 días.


  Cincuenta días después de realizada la siembra se escogieron seis plántulas por tratamiento, debido a que ese era el número de individuos para el tratamiento control y con el fin de realizar observaciones para igual número de individuos en los otros tratamientos, además de evitar competencia entre las plántulas debido al alto número de individuos por cada pozo (Barreto et al., 2007; Ogata et al., 2008).


  Después de dos meses y medio, por cada tratamiento fueron colectadas al azar 72 plántulas (dos plántulas por cada una de las réplicas de cada uno de los tratamientos). La raíz de las plántulas fue lavada con agua de grifo para retirar el suelo, registrándose la altura de las plántulas y la longitud de la raíz principal. Posteriormente, el material fue secado a 60 °C por 24 h e inmediatamente se determinó el peso seco (Mohan y Radhakrishnan, 2012; Yu et al., 2012; Dash et al., 2013).


  Análisis estadístico


  Todos los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente con el software PASW Statistics 18 (SPSS Inc, 2013), empleando análisis de varianza (ANDEVA) para establecer diferencias estadísticamente significativas. La comparación de medias se llevó a cabo mediante la prueba de rango múltiple de Duncan, con un nivel de significancia de 0,05.


  RESULTADOS


  Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y bacterias solubilizadoras de fosfatos


  El mayor número de bacterias heterótrofas cultivables (BHC) se presentó en el período seco con un promedio de 7,1 x 105 (±2 x 105) y 6,5 x 105 (±1,8 x 105) UFC/g de suelo para B. macrantha y V. triphyllum respectivamente. No presentándose diferencias estadísticamente significativas entre el número de BHC (UFC/g de suelo) aisladas para B. macrantha y V. triphyllum en los dos períodos climáticos (p = 0,924; Fig. 1a).
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  Como se indica en la Fig. 1b, el mayor número de bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) aisladas para B. macrantha y V. triphyllum se presentó en el período de lluvia con un promedio de 5,5 x 104 (±2,3 x 104) y 6,9 x 104 (±3,6 x 104) UFC/g de suelo respectivamente. Sin embargo, no se presentaron diferencias estadísticamente significativas entre el número de BSF (UFC/g de suelo) aisladas de la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum en los dos períodos climáticos (p = 0,595).


  El porcentaje de BSF con respecto a las BHC fue del 7,45 % para B. macrantha y de 9,26 % para V. triphyllum.


  Caracterización de las bacterias solubilizadoras de fosfatos


  La caracterización microscópica de las colonias mostró que la mayoría de las bacterias aisladas correspondieron a bacilos Gram negativos, aislándose en menor proporción bacilos y cocos Gram positivos.


  De la totalidad de BSF aisladas para la rizosfera de B. macrantha en el período de lluvia, el 77,53 % de colonias aisladas correspondió a bacilos Gram negativos, el 13,48 % a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el 8,99 % restante correspondió a bacilos Gram positivos esporoformadores. En cuanto a las cepas aisladas en período seco, el 71,76 % de estas correspondió a bacilos Gram negativos, el 14,12 % a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el 14,12 % restante correspondió a bacilos Gram positivos esporulados.


  Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de B. macrantha, tomadas en período de lluvia se identificaron dentro de ocho géneros, entre los cuales, Pseudomonas fue el más abundante con 46,06 %, seguido por Enterobacter con 21,34 % del total de las cepas bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas. Por otro lado, las BSF aisladas de las muestras de rizosfera tomadas en período seco se identificaron en seis géneros, donde nuevamente Pseudomonas fue uno de los géneros más representativos con un 54,11 %, seguido por Bacillus con 14,11 % del total de las cepas de BSF aisladas. Otros géneros como Acinetobacter, Burkholderia y Klebsiella además de presentar baja frecuencia, se reportaron solamente para la rizosfera de B. macrantha en el período de lluvia (Fig. 2a).
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  Por otro lado, de la totalidad de BSF aisladas para la rizosfera de V. triphyllum en el período de lluvia, el 77,57 % de las bacterias aisladas correspondió a bacilos Gram negativos, el 14,02 % a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el 5,61 % de las bacterias aisladas fueron bacilos Gram positivos esporoformadores, para este caso también se aislaron cocos Gram positivos (2,8 %). En cuanto al período seco, el 70,42 % de las cepas aisladas fueron bacilos Gram negativos, el 22,54 % correspondió a bacilos Gram positivos no formadores de espora y el 7,04 % restante correspondió a bacilos Gram positivos esporulados.


  Las BSF aisladas de muestras de rizosfera de V. triphyllum tomadas en período de lluvia se identificaron nueve géneros, entre los cuales, Pseudomonas fue el más abundante con 33,64 %, seguido por Enterobacter con 29,90 % del total de las colonias bacterianas fosfato-solubilizadoras aisladas. De igual manera, para las muestras de rizosfera tomadas en período seco, los géneros bacterianos más abundantes fueron Pseudomonas (42,25 %) y Enterobacter (16,90 %). Otros géneros como Pantoea y Micrococcus, además de presentar baja frecuencia, solamente se registraron para la rizosfera de V. triphyllum en el período de lluvia (Fig. 2b).


  Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro


  Las colonias de BSF que se aislaron en el medio de cultivo PVK, formaron zonas de solubilización. Para la rizosfera de B. macrantha se clasificaron 174 cepas bacterianas de acuerdo al diámetro de su halo de solubilización. La mayoría de las bacterias aisladas (114) formaron halos de solubilización con diámetro entre > 0-2 mm, mientras solo seis de las cepas aisladas se clasificaron en el categoría cuatro (halos con diámetro > 6 mm); 43 cepas aisladas formaron halos de solubilización con diámetro entre > 2-4 mm y las 11 cepas restantes formaron halos de solubilización entre los > 4-6 mm.


  Por otro lado, para la rizosfera de V. triphyllum se clasificaron en total 178 cepas bacterianas de acuerdo al diámetro del halo de solubilización, de las cuales 124 formaron halos de solubilización con diámetro entre > 0-2 mm, 49 de las cepas aisladas formaron halos de solubilización entre > 2-4 mm y cinco presentaron halos de solubilización con diámetro entre > 4-6 mm. En este caso no se registraron colonias bacterianas con diámetro del halo de solubilización superior a 6 mm.


  Tal como se muestra en la Fig. 3, las bacterias aisladas presentaron IS que variaron entre 1,1 (±0,1) y 3,7 (±0,27). Los bacterias que presentaron mayor IS se identificaron como B. firmus (IS: 3,4) y P. fluorescens (IS: 3,7; Fig. 3). Estas dos bacterias se subcultivaron y posteriormente se emplearon en el ensayo de inoculación en B. macrantha. En general, se observó que los IS más grandes se produjeron por bacterias Gram negativas.
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  En relación con las bacterias inoculadas en el medio SRSM-1, todas produjeron acidificación, lo que indica que las bacterias aisladas tienen la capacidad de producir ácidos orgánicos.


  Ensayos de inoculación en B. macrantha


  Los porcentajes de germinación de semillas de B. macrantha fueron mayores cuando estas fueron inoculadas con los tratamientos bacterianos, alcanzado valores superiores al 50 % de germinación (65, 56 y 56 % para P. fluorescens, B. firmus + P. fluorescens y B. firmus respectivamente), en tanto que el control tan solo alcanzó el 7 % de germinación (Fig. 4).
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  Después de 72 días de haberse inoculado y sembrado semillas de B. macrantha, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la altura promedio de las plántulas germinadas de semillas inoculadas con B. firmus, P. fluorescens y B. firmus + P. fluorescens, en comparación con la altura promedio de las plántulas obtenidas en el tratamiento control (p = 0,0001).


  Los valores máximos de altura de las plántulas de B. macrantha se obtuvieron con inoculación de P. fluorescens, seguido por B. firmus y B. firmus + P. fluorescens. No encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre la atura promedio de las plántulas para los tres tratamientos (Tabla 1).
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  La longitud de la raíz principal fue afectada en gran medida por la inoculación de B. firmus + P. fluorescens, donde se registró la máxima longitud.


  Para el peso seco el valor más sobresaliente se reportó con la inoculación de B. firmus + P. fluorescens el cual fue estadísticamente superior a los tratamientos donde hubo inoculación de las dos BSF (B. firmus y P. fluorescens) de forma individual (p = 0,0001; Tabla 1).


  En el control de semillas de B. macrantha en caldo LB no se observó germinación.


  DISCUSIÓN


  Cuantificación de bacterias heterótrofas cultivables y bacterias solubilizadoras de fosfatos


  Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum estuvieron representadas por menos del 10 % en relación a las bacterias heterótrofas cultivables. Al respecto Santa-Regina et al.(2007), Lara et al. (2011) y Azziz et al. (2012), registraron porcentajes de aislamiento entre el 8 y 15 % en cultivos de avena, sorgo y terrenos colonizados por especies nativas y pastizales de carretón y raigrás. En contraste, Martínez-Nieto y García-González (2010), Farina et al. (2012) y Muleta et al. (2013), encontraron que las poblaciones de BSF estuvieron representadas por el 30 % del total de las bacterias asociadas a la rizosfera de plantas de canola (Brasica napus Linneo), encenillo (Weinmannia tomentosa Linneo f) y café (Coffea arabica Linneo).


  Caracterización de las bacterias solubilizadoras de fosfatosz


  La mayoría de las BSF asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum correspondieron a bacilos Gram negativos. Esto es coherente con lo reportado por Martínez-Nieto y García-González (2010) y Lara et al. (2011), quienes señalaron que las poblaciones de BSF relacionadas a la rizosfera de guayaba agria (Psidium araca Swartz) y encenillo, eran predominantemente bacilos Gram negativos.


  Otros morfotipos aislados en menor proporción de la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum correspondieron a bacilos y cocos Gram positivos. Lara et al. (2011), reportaron bacilos y cocos Gram positivos en un 5 % y 2 % respectivamente, del total de las BSF asociadas a la rizosfera de árboles de guayaba agria.


  Los géneros fosfatosolubilizadores más frecuentes en los dos períodos climáticos para las dos especies de plantas, correspondieron a Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Bacillus sp. Resultados similares son reportados por Muleta et al. (2013), quienes encontraron que Pseudomonas y Bacillus, fueron las BSF más abundantes en la rizosfera de plantas de café que crecían en bosques naturales.


  Las BSF de los géneros Acinetobacter sp., y Klebsiella sp., solo se aislaron de la rizosfera de B. macrantha. Por su parte, Pantoea sp. y Micrococcus sp., se aislaron exclusivamente de la rizosfera de V. triphyllum. Autores como Houlden et al. (2008), Dunfield y Germida (2003), Santa-Regina et al. (2007), Farina et al. (2012), reportan que la composición, incidencia y distribución de la comunidad microbiana en la rizosfera es influenciada por muchos factores. Así, patrones de exudación de la raíz que varía durante el ciclo de vida de las plantas y cambios en variables ambientales como la precipitación y la temperatura cambian la composición de la comunidad microbiana.


  Adicionalmente, la rizodeposición de nutrientes por parte de las raíces de las plantas es otro de los aspectos determinantes de la diversidad bacteriana, debido a que diferentes especies de plantas crean condiciones desiguales principalmente a través de sus exudados (Smalla et al., 2001; Houlden et al., 2008).


  Capacidad de solubilización de fosfatos in vitro


  La mayoría de bacterias aisladas formaron halos de solubilización con diámetro inferior a 2 mm. Resultados similares son reportados por Azziz et al. (2012). Contrario a lo reportado por Gupta et al. (2010), et al. (2012), Yu et al. (2012) y Muleta et al. (2013), quienes encontraron que la mayoría de las BSF asociadas a la rizosfera de plantas café y stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) formaron halos de solubilización de fosfatos con diámetro superior a los 5 mm después de cinco días de incubación en medio PVK.


  El índice de solubilización de fosfatos (IS) de las bacterias asociadas a la rizosfera de B. macrantha y V. triphyllum osciló entre 1,1 a 3,7. Las dos cepas bacterianas que presentaron mayor IS de fosfatos correspondieron a P. fluorescens y B. firmus. Estos resultados concuerdan con los mostrados por Lara et al. (2011), Yu et al. (2012) y Muleta et al. (2013) quienes reportan rizobacterias solubilizadoras de fosfatos con IS entre un rango de 1,25 a 5,82, e indican que en general las cepas Gram negativas presentaron los IS más altos, siendo Pseudomonas el de mayor tamaño halos de solubilización. Adicionalmente, Muleta et al. (2013), reportan que todos las bacterias Gram negativas que aisló tienen la capacidad de producir ácidos orgánicos, principalmente los ácido 2-cetoglucónico y glucónico, lo que explica la mayor capacidad de solubilización de P de las bacterias Gram negativas en comparación con las bacterias Gram positivas.


  Las BSF crearon zonas de acidificación en el medio SRSM-1, lo que indica la producción de ácidos orgánicos por parte de los aislamientos. Varios autores señalan que la secreción de ácidos orgánicos es uno de los mecanismos esenciales para la solubilización de fosfatos minerales insolubles (Ca3 (PO4)2, roca fosfórica, entre otros compuestos) por parte de las bacterias. Sin embargo, aclaran que no es el único mecanismo involucrado en este proceso (Illmer y Schinner, 1995; Chen et al., 2006; Muleta et al., 2013). Entre los ácidos orgánicos, la producción de los ácidos 2-cetoglucónico y glucónico por los géneros bacterianos Bacillus y Pseudomonas, es el mecanismo más frecuentemente descrito en la literatura como responsable de la solubilización de fosfatos (Chen et al., 2006; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010; Muleta et al., 2013).


  Ensayos de inoculación en B. macrantha


  El incremento más significativo en los parámetros de crecimiento evaluados para B. macrantha se presentó con la aplicación del inoculante combinado de las BSF en comparación con los resultados obtenidos en los tratamientos donde se inocularon BSF de forma individual. La estimulación de la germinación de semillas, el incremento de la altura de las plántulas y el mayor desarrollo de las raíces de B. macrantha por la inoculación de B. firmus y P. fluorescens, puede ser explicado por la capacidad de estas bacterias para producir sustancias promotoras del crecimiento de las plantas como el ácido indolacético (AIA), cuya principal función es la de estimular la germinación de las semillas, acelerar el crecimiento de las plantas especialmente en sus primeros estadios, inducir la iniciación radicular e incrementar la formación de raíces y pelos radicales (Khalid et al., 2003; Khalid et al., 2004).


  Es importante resaltar que el buen desarrollo del sistema radical de plántulas de B. macrantha obtenidas de semillas inoculadas con BSF, podría indicar una mayor probabilidad del establecimiento de las plántulas en condiciones de campo (suelos deficientes en P y otros nutrientes), debido a la mayor área de contacto para la absorción de los nutrientes. Con respecto a esto, Galindo et al. (2006), Ramos et al. (2007) y Matias et al. (2009), Gupta et al. (2010), Gupta et al. (2012) y Muleta et al. (2013), señalan que la inoculación de microorganismos solubilizadores de P en plantas y semillas de especies forestales, además de incrementar significativamente el crecimiento de la planta en términos de altura, peso seco y contenido de P en las diferentes estructuras de la planta, también reduce el índice de mortalidad de las mismas cuando son trasplantadas a campo.


  Adicionalmente, Barreto et al. (2007), Farina et al. (2012), Yu et al. (2012) y Dash et al. (2013), señalan que los resultados positivos sobre el crecimiento de las raíces y el aumento del peso seco de tallos y raíces de las plántulas, pueden ser debidos a la habilidad de las cepas bacterianas para solubilizar fosfatos, aunque no afirman que este haya sido el único o principal mecanismo responsable de una respuesta positiva en el crecimiento.


  Otras características de las PGPRs, como la producción de sideróforos, la fijación biológica del nitrógeno y la presencia de actividad ACC deaminasa, para reducir la producción de etileno, que aunque no fueron evaluadas para las cepas aisladas en este trabajo, podrían explicar parte de los resultados obtenidos. El género Pseudomonas, ha sido ampliamente estudiado por su capacidad para fijar nitrógeno, sintetizar componentes indólicos y producir sideróforos (Jha et al., 2009; Farina et al., 2012; Mohan y Radhakrishnan, 2012). Otro género bacteriano reconocido por su actividad PGPR es Bacillus, además de su capacidad para solubilizar P, algunas cepas son comúnmente productoras de sideróforos (Ribeiro y Nogueira, 2012).


  CONCLUSIONES


  La inoculación de las cepas de BSF B. firmus y P. fluorescens de forma individual y como inoculante combinado mostró un efecto benéfico, incrementando significativamente el porcentaje de germinación de semillas, la altura de plántulas, la longitud de las raíces y el peso seco total de B. macrantha. La inoculación de estas BSF puede ser una opción alternativa para la movilización de compuestos fosfatados insolubles que se encuentran presentes en el suelo. Sin embargo, es necesario realizar estudios posteriores para evaluar los efectos de estas cepas bacterianas en condiciones de campo.
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  ABSTRACT


  Root parasitic plants can be facultative or obligate. Facultative parasites are able to complete their life cycle and their seeds can germinate without a host. Escobedia grandiflora is a poorly studied species in spite of its ancestral importance as dye of foods and medicinal use. The present study evaluates the states of seed, seedlings and mature plants, under presence and absence of possible hosts, for inferring the type of parasitism exhibited by E. grandiflora. Seeds were evaluated using two conditions each of light (12 and 0 hours) and temperature (20 °C and 25 °C); percentage germination, and germination speed were determined. The seeds did not require a host to germinate, as is typical of facultative parasitic plants. Percentage of germination varied between 66 % and 85.3 % and was not affected by light or temperature although germination speed was greater at 25 °C. Larger seeds had a higher percentage of germination and produced larger seedlings. The seedlings planted without a host did not survive, while those planted with Paspalum notatum had a 45 % survival rate, demonstrating that this is a critical stage of development, even with a host. Escobedia grandiflora plants sowed with grasses began the reproductive stage at the 28th week, and those planted with Pennisetum purpureum showed better performance, expressed in more haustoria, higher dry matter of total plant, rhizome and aerial stems. Plants sowed alone lived for more than six months, but they did not produce flowers or fruits. According to the behavior of seedlings and plants, E. grandiflora is an obligate parasite.


  Keywords: Escobedia, obligate hemiparasite, parasitic plant, root parasitism, seed germination.

  


  RESUMEN


  Las plantas parásitas de raíces pueden ser facultativas u obligadas, las primeras pueden completar su ciclo de vida y sus semillas pueden germinar sin un hospedero. Escobedia grandiflora es una especie poco estudiada, a pesar de su importancia ancestral como colorante de alimentos y uso medicinal. Este estudio evaluó los estados de semilla, plántula y planta adulta, en presencia y ausencia de posibles hospederos para inferir sobre su tipo de parasitismo. En las semillas se evaluaron dos condiciones de luz (12 y 0 horas) y temperatura (20 °C y 25 °C), el porcentaje y velocidad de germinación. Las semillas no requirieron la presencia del hospedero para germinar. El porcentaje de germinación osciló entre 66 y 85,3 % y no fue afectado por la luz o la temperatura, aunque la velocidad de germinación fue mayor a 25 °C. Las semillas con mayor tamaño presentaron mayor porcentaje de germinación y produjeron plántulas más grandes. Las plántulas sembradas sin hospedero no sobrevivieron, mientras que las sembradas con Paspalum notatum, tuvieron una sobrevivencia del 45 %, evidenciando que este estado es crítico, aún con hospedero. Las plantas de Escobedia grandiflora sembradas con pastos, iniciaron la etapa reproductiva en la semana 28, y aquellas sembradas con Pennisetum purpureum presentaron más haustorios, y mayor materia seca en la planta total, rizoma y tallos aéreos. Las plantas sembradas solas vivieron más de seis meses, pero ellas no desarrollaron flores y ni frutos. Según el comportamiento de las plántulas y las plantas, E. grandiflora es parásita obligada.


  Palabras clave: Escobedia, hemiparasíta obligada, planta parasítica, Parasitismo de raíz, germinación de semillas.

  


  INTRODUCTION


  Root parasitic plants are classified according to their degree of host dependence. They are considered either holoparasites or hemiparasites. Holoparasites are almost completely lacking in chlorophyll while hemiparasites have chlorophyll, are photosynthetically active, and derive some resources from their host through haustoria, the organ of parasitism (Yoder, 2001; Watling and Press, 2001; Nickrent, 2002; Bennett and Mathews, 2006). According to the degree of dependence upon host plant(s) for completing the life cycle, root hemiparasitic plants can be facultative or obligate. Facultative hemiparasites can survive in autotrophic form, independent of the host, for at least part or all of their life cycle. They can reproduce without a connection to a host, and when available, parasitize opportunistically on neighboring plants (Fay et al., 2010; Westwood et al., 2010). In contrast, obligate parasites must parasitize a host in order to complete their life cycle (Westwood et al., 2010).


  One of the characteristics differentiating obligate and facultative plants has to do with seed germination behavior. In order to germinate, seeds of obligate parasitic plants require the presence of the host plant whose roots secrete substances that are perceived by the seed of the parasite and thus stimulate its germination (Bouwmeester et al., 2007; Westwood et al., 2010; Cardoso et al., 2011). For example, in species of Orobanche L. (Plakhine et al., 2012), Phelipanche Pomel (Matusova et al., 2004) and Striga Lour. (Matusova et al., 2004), a very low germination rate (<10 %) has been found in the absence of hosts in all cases. The system of chemical recognition assures that germination begins only when the root of the potential host is available in the immediate vicinity (Mohamed et al., 2001; Joel et al., 2011). The formation of haustoria also occurs in answer to chemical and tactile stimuli provided by the host roots (Westwood et al., 2010). The seeds of other species such as Rhamphicarpa fistulosa (Hochst.) Benth do not require the exudates of the host root to stimulate germination and are able to complete their life cycle without a host, albeit with reduced fitness evidenced by the production of only a few seeds relative to those grown with a host (Ouedraogo et al., 1999). Nevertheless, seeds of these species require light, and because they are very small and have little food reserve for the embryo, they must be very close to the surface of the ground in order to quickly begin photosynthesis (Ouedraogo et al., 1999).


  Orobanchaceae is a cosmopolitan family consisting of approximately 90 genera and over 2060 species approximately (McNeal et al., 2013); 21 genera and around 300-330 species are native to the Neotropics, especially the Andean Region and higher altitudes in Brazil (Souza, 2012). This family is morphologically diverse and includes the greatest number of root parasite species in the Plant Kingdom, but only one non-parasitic genus Lindenbergia Lehm., which is phylogenetically supported as sister to the remainder of the family (Young et al., 1999; Phoenix and Press, 2005; Wolfe et al., 2005). Many species of this family are components of natural vegetation communities in different parts of the world, appreciated for their colorful flowers (Bouwmeester et al., 2007) and some, such as Euphrasia officinalis (L.) and Escobedia grandiflora (L.f) Kuntze, for their medicinal and food uses (Pennell, 1931; Trovato et al., 1999; Bussman et al., 2010). Nevertheless, many species are more well-known for their damaging effects when parasitizing economically important agricultural plants (Parker, 2009; Bouwmeester et al., 2007). In particular, species of the genus Alectra Thunb., Striga and Orobanche are considered noxious weeds of agriculture causing low productivity in a wide spectrum of economically important plants, especially in Africa and Asia (Wolfe et al., 2005; Van Ast and Bastiaans, 2006; Morawetz et al., 2010).


  The degree of host specificity of species of Orobanchaceae is variable. There are records of simultaneous parasitism of various hosts, even of distant families (Yeo, 1964; Phoenix and Press, 2005; Parker, 2009; Qasem, 2009). For example, species of Euphrasia parasitize both monocot (Poaceae) and eudicot (Fabaceae) plants (Yeo, 1964). In contrast, some cases ofhigh host specificity have also been documented (Ren et al., 2010). Studies carried out to evaluate the possibility of establishing some parasitic species of Euphrasia (Yeo, 1961; 1964) under culture conditions found that the plants can grow when planted as seeds or seedlings in pots in which a host has previously been established. Yet, as a result of auto-parasitism, they were also able to achieve the flowering stage when planted very close together (Yeo, 1961; Yeo, 1964).


  Escobedia Ruiz and Pav. is an American hemiparasitic genus (Bennett and Mathews, 2006; Carranza and Medina, 2008). Two phylogenetic analyses of the family placed this genus in the same clade of obligate parasitic species such as Striga, and as sister to the clade of Melasma P.J. Bergius and Alectra(Bennett and Mathews, 2006; Morawetz et al., 2010). In contrast to other genera of the Orobanchaceae family, there are no studies on the parasitic behavior of Escobedia species, nor records that relate it to the loss of economic crops.


  Escobedia grandiflora is found from Central America (Mexico, Costa Rica, Panama) to South America (Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru, Brazil, Paraguay and Argentina) and is widely distributed in Colombia, from 0 to 3500 m (Tropicos.org, 2013; review of JAUM, MEDEL, HUA and TOLI herbariums). This species has been important to ancestral communities, especially in the north of South America because of the use of its orange-colored roots as a natural food coloring (Pennell, 1931), and until a few decades ago, for medicinal purposes (Uribe, 2011). Even today, E. grandiflora is sold in local markets in Colombia, and it is considered a native species that can generate economic value, about which there is little information. It is thought that its use has been mainly extractive since no record of its cultivation has been found. This species, abundant in the past (Uribe, 2011), is now found sporadically in small patches especially along roads and in abandoned pastures.


  Escobedia seeds are small and linear, similar to those of Melasma and Alectra (Falçao, 1980), and translucent in color except at the center (Souza and Giulietti, 2009). Over 300 seeds are formed in each capsule (Falçao, 1980). There have been no studies related to the germination capacity of E. grandiflora seeds, nor the effect of different hosts on the germination and development of the plants, except for a reference indicating a low percentage of viability of the seed (Castro et al., 2012).


  The proposed objective of this study was to evaluate E. grandiflora seed germination, seedling, and plant development, with or without hosts of the Poaceae family, in order to make inferences about the degree of parasitism for this species.


  MATERIALS AND METHODS


  Study site


  Escobedia grandiflora seeds were collected from capsules of individuals found in four municipalities in Antioquia (Colombia): Yarumal (07°09' N, 75°22' W), Gomez Plata (06°38' N, 75°11' W), Yolombo (06°34' N, 75°08' W) and Copacabana (06°18' N, 75°30' W) (Fig. 1).


  [image: ]


  The seeds were extracted manually and then selected with the aid of a stereoscope, in order to reject deformed ones.


  The plants were collected from the same natural population located in the municipality of Copacabana. The monitoring of the plants was carried out at the Politecnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid laboratories in the municipality of Bello, Antioquia.


  Seed germination


  All of the seeds were submerged in distilled water for 24 hours and were then divided into four germination treatments each with four repetitions. Variables in treatments were light and temperature. Two temperatures were evaluated: 20 °C and 25 °C, corresponding to values frequent on sites with wild populations of the species. The light treatments were 12 hours light/12 hours of darkness, and 0 hours light/24 hours of darkness.


  Fifty seeds were set on moistened absorbent paper placed in plastic trays, and then covered with a thin, porous white veiling to allow for aeration and avoid a rapid loss of humidity. The seeds were watered periodically with distilled water and observed every 24 hours, for 31 days. They were considered to have germinated when the radicle became visible.


  The variables evaluated were percent of germination and vigor, the latter measurement through speed of seed germination and seedling length (Gupta, 1993). Variables were determined in the following manner:


  Percent of germination: %G=[image: ]where n is the number of seeds germinated and nT is the total number of seeds. Germination speed was determined according to Raizada and Raghubanshi (2010):


  [image: ]


  where Nn = number of germinated seeds on days 1, 2, 3, n etc.


  Variance analysis was used to analyze the data after verifying fulfillment of the assumptions of homoscedasticity and distribution of residuals. The data on percentage of germination was transformed using the arcsine function. The Tukey Test was used as an a posteriori test.


  One hundred and twenty seeds were used to evaluate the length of the E. grandiflora seedlings. Seeds had previously been hydrated in water for 24 hours at a temperature of 25 °C and with 12 hours of light. When the radicle emerged of the seed, it was then planted in a germinator containing a substrate taken from the four localities and mixed with soil rich in organic matter in a proportion of 2:1. During a 40-day period, five seedlings were measured every seven days. Different plants were chosen for each measurement because the stress produced by their extraction could also cause a delay in growth. The information was analyzed by means of multiple regression analysis using SAS System (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina).


  Seedling development


  Seeds from two grasses previously planted in a germination tray were used. Eight days after their germination, a recently germinated E. grandiflora seedling was planted. The seedlings were divided into three treatments: E. grandiflora alone, E. grandiflora with Andropogon bicornis L., and E. grandiflora with Paspalum notatum Alain ex Flüggé. The plants were observed for 16 weeks, and every four weeks the variables of percentage, survival and length of the E. grandiflora seedlings were measured.


  Plant development


  Sixty small plants were collected from a natural population of E. grandiflora, selected according to the following characteristics: height between 4.0 and 9.5 cm, a minimum of two leaves and root length ofbetween 3.0 and 9.0 cm. The plants were then taken to the laboratory, washed with water and planted in nursery bags (43 cm long and 18 cm wide) using a substrate consisting of sand, organic material and soil from areas where the plant was found. The plants were divided into three treatments of 20 plants each consisting of E. grandiflora alone (T1); E. grandiflora in association with the narrow-leafed grasses Calamagrostis viridiflavecens (Poir.) Steud., Sporobolus jacquemontii Kunth, and A. bicornis (T2); and E. grandiflora with Pennisetum purpureum (T3) (Fig. 2). T2 included three grasses because, although the initial collection was identified as a single species, three different species were later recognized. Thus, the three were included in all T2 repetitions. The species on the collection site were naturally associated with E. grandiflora. All bags received an application of diluted inorganic fertilizer (BP-150, Safer Agrobiológicos, Registro ICA 6870) every two weeks in order to guarantee the input of nutrients from the grasses.
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  The E. grandiflora plants were observed for 28 weeks, and measured every two weeks for variables of stem length, number of leaves and width-length of leaves in the middle third of the plant. On the last two dates, the distance between internodes, number of internodes, number of stems and thickness of stems were measured. At the end of this period, the plants were extracted from the bags in order to measure final root length and determine presence and number of haustoria. A repeated analysis measurement was used to analyze the data: the SAS System (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina) and MIXED procedure. Comparison of measurements was carried out using the Tukey test. The Wilcoxon rank test was used to compare the variables measured on the last two dates.


  RESULTS


  Seed germination


  Germination of the E. grandiflora seeds ranged between 66 % and 85.3 % (Table 1). The root emerged from the narrowest area of the seed and, later, the plumule with a pair of pubescent cotyledons although three cotyledons were observed in a few seeds. In cases where the plumule emerged first, the seedlings did not survive. The two conditions of temperature and luminosity had no effect on seed germination percentage .


  [image: ]


  In contrast, germination speed was affected by temperature (F = 18.09; p = 0.003), being greater in seeds submitted to a temperature of 25 °C. The two conditions of light evaluated had no differential effect on rate of germination. The size of the seed determined the size of the seedling (R-adjusted = 63.42 %, p = 0.001). Thus, the longest and heaviest seeds showed the largest percentage of germination and produced larger seedlings.


  During the germination tests, some seeds were affected by the Fusarium sp. fungus, which were discarded. The genus Fusarium have been reported on seeds of Striga and Alectra (Abbasher and Sauerborn, 1992; Marley et al., 2005).


  Seedling development


  During the first four weeks, the survival of E. grandiflora seedlings from sexual seeds was 100 %. At eight weeks, E. grandiflora without host had a survival percentage of 7.5 %, E. grandiflora with P. notatum of 95%, and E. grandiflora with A. bicornis of 60 %. At the end of the test, only E. grandiflora seedlings with P. notatum survived at 45 %. In general, the growth rate of the seedlings was slow: they grew an average of 1 mm and developed two leaves every four weeks. At 16 weeks, the roots began to exhibit the orange color typical of the species.


  Plant development


  In contrast to survival of seedlings, at four weeks the percentage of survival of small plants was 93.3 %. All of the plants, independent of the treatment, showed a slow growth rate and aerial stems formed from buds of the rhizome. The formation of branches of the aerial stem from axillary buds was an occasional event that could possibly be induced by the breaking of the main stem through wind action, or by damage or weakening of the main stem. In many apparently healthy plants, independent of treatment, the apical bud of the main stem would usually die and the aerial stem would then wither completely. Later, another stem would form from the new buds on the rhizome. This behavior led to a great variation in the data from all of the treatments as seen in the high values in standard deviation. Nevertheless, clear differences between treatments began to be noted by the 16th week. Between weeks 22 and 26, T3 (E. grandiflora+P. purpureum) presented a greater number of leaves, a greater length of aerial stems and larger leaves (Table 2). However in the 28th week, T2 (E. grandiflora+narrow-leafed grasses) caught up with T3 regarding number of leaves, length of aerial stem, size ofleaves and length of internodes, both being superior to T1 (E. grandiflora alone). The more significant event was that T2 and T3 initiated formation of reproductive structures, but T1 did not (Table 2). There were a greater number of internodes in T3 than in the other two treatments, but no differences among treatments as far as the variables of internode distance, number of aerial stems and stem thickness (Table 2).
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  At the end of the experiment T3 E. grandiflora plants showed a greater number ofhaustoria, greater accumulation of total dry matter of the plant, rhizome dry matter, and of aerial stems than in T1 and T2 plants (Table 2). Root and leaf weight, as well as increased root length, was similar in the three treatments (Table 2). In T2 haustoria were observed in the three narrow-leafed grasses and, in some replicates simultaneous parasitism was also observed of two or three species. In general, the most parasitized hosts were S. jacquemontii and A. bicornis. In T1, haustoria sometimes formed without the presence of a host, and there were haustoria in T2 that were not parasitizing roots, but in any case auto-parasitism was not observed.


  DISCUSSION


  Escobedia grandiflora seeds do not require the presence of the host in order to germinate, which is typical of facultative parasitic plants (Těšitel et al., 2011). Although no studies on Escobedia seed germination are known, studies on seeds of related obligately parasitic genera, Alectra and Aeginetia L., recorded a lower percentage of germination than that of those found here (French and Sherman, 1976; Bennett and Mathews, 2006). So it can be argued that E. grandiflora seeds have a high percentage of germination. The 25 °C temperature at which the seeds had a greater germination speed is similar to the average temperature of locations where the plant is most abundant in Colombia. The two conditions of light evaluated were not decisive in germination.


  Although the largest and heaviest seeds produced more vigorous seedlings, survival after four weeks was not successful without the host. Seedlings even with the host, were few in number and showed slow growth afterwards. It is possible that, as in other hemiparasitic species of the family, the state of the seedling is critical (Těšitel et al., 2011) although it initially seems to depend on the food reserve of the seeds, and on their own photosynthetic activity. Germinated seeds need to quickly parasitize a host in order to obtain nutrition. The food reserve within the seed is scarce given its morphology and small size. Although each capsule produces 300 seeds or more (Falçao, 1980) that are easily disbursed to new sites by wind, a low survival rate and a slow growth rate of the seedlings could imply serious consequences for the population and be a vulnerability factor for the species. This may explain the scarce disbursed natural populations that are presently observed in the Colombian Andean region, although each population is locally abundant.


  Propagation of E. grandiflora from small plants between 4 and 9 cm in height produced an initially high rate of survival, 93 %, even without the presence of the host. This study found that the species was able to live without a host for over 28 weeks, and that only after week 18 is a clear disadvantage observed in plants alone with respect to plants with a host. The differences between treatments in the accumulation of dry matter from the rhizome, number of haustoria and dry matter from the aerial stems suggest that the plant initially accumulates an important food reserve in the rhizome. This permits it to survive for a time until parasitism is successfully established. Additionally, after the plant has been established it is able to form new functional roots even without a host. This is suggested by the similarity in root length and the accumulation of dry matter of this organ. The plants without host did not produce flowers or fruits/seeds, and, conversely the tendency in their development indicates that they will die after 28 weeks, while those formed with hosts will begin the reproductive phase.


  Of the species considered in this study, the best hosts for E. grandiflora were P. purpureum, S. jacquemontii and A. bicornis. The first of these permitted rapid growth and there was a strong attachment of haustoria in all three. In order to evaluate the reproductive phase, the application of this study over longer periods of time is recommended. Hemiparasitic plants have an ambiguous relation with their host since they take nutrients from it but also compete with it for light thus affecting photosynthetic activity (Těšitel et al., 2011). In this experiment, the leaves of the host were pruned to favor the photosynthetic activity of the E. grandiflora. So it is possible that the results obtained will be modified if the host is allowed to develop completely.


  The obligate hemiparasitic nature of E. grandiflora is confirmed, an aspect unknown until now in tropical American countries, where it is used for coloring foods (Pennell, 1931; Ulloa, 2006). Biological knowledge of the species is also increased in key aspects such as seed germination, seedling development and the recording of four hosts under natural conditions. Studies must be continued in order to evaluate the feasibility of cultivating this parasitic species of ethnobotanical importance in Central and South America.


  CONCLUSION


  Escobedia grandiflora demonstrates attributes of facultative hemiparasitic plants such as a high rate of seed germination in the absence of a host, and prolonged survival of plants with rhizomes in the absence of a host. Nevertheless, two important factors support its habit as an obligate hemiparasite. First, the seedling cannot survive alone and presents a low survival rate even with a host. Second, the reproductive stage only begins in plants with a host. This paper is the first revision of parasitism type presented by this species and by Genus Escobedia, which may be important to understand why E. grandiflora has been disappearing from the Colombian Andes.


  ACKNOWLEDGMENTS


  To the Direction of Research and the Faculty of Agricultural Sciences at the Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid for partially financing this study, to D Castañeda and JC Valdez who advised the geo-referencing of the sites, to JS Medina y C Reyes who helped locate the plants in the field, to EP González, V Alvarez, M Serna and LD Velez for their valuable suggestions regarding development and writing, to scientific illustrator E Ramírez, to the persons on site who received us and supplied information regarding the plants, to J Morawetz who resolved our initial concerns regarding the species and encouraged us to continue with the research, to D Giraldo who identified the grasses and to JM Velez of the Medel Herbarium.

  


  REFERENCES


  Abbasher AA, Sauerborn J. Fusarium nygamai, a potential bioherbicide for Striga hermonthica control in sorghum. Biol Control. 1992;2(4):291-296. Doi: 10.1016/1049-9644(92)90021-5.


  Bennett Jr, Mathews S. Phylogeny of the parasitic plant family Orobanchaceae inferred from phytochrome A. Am J Bot. 2006;93(7):1039-1051. Doi: 10.3732/AJB.93.7.1039.


  Bouwmeester HJ, Roux C, Lopez-Raez JA, Becard G. Rhizosphere communication of plants, parasitic plants and AM fungi. Trends Plant Sci. 2007;12(5):224-230. Doi:10.1016/J.TPLANTS.2007.03.009.


  Bussmann RW, Glenn A, Sharon D. Antibacterial activity of medicinal plants of Northern Peru-can traditional applications provide leads for modern science. Indian J Traditional Knowledge. 2010;9(4):742-753.


  Cardoso C, Ruyter-SPIRA C, Bouwmeester HJ. Strigolactones and root infestation by plant-parasitic Striga, Orobanche and Phelipanche spp. Plant Sci. 2011;180(3):414-420. Doi: 10.1016/J.PLANTSCI.2010.1 1.007.


  Carranza E, Medina C. Una especie nueva de Escobedia (Orobanchaceae) del Estado de Michoacán, México. Acta Bot Mex. 2008;85:31-37.


  Castro D, Arredondo J, Jaramillo D. Propagación in vitro del azafrán de raíz (Escobedia grandiflora L.f.) Kuntze. Revista Universidad Católica de Oriente. 2012;33:23-29.


  Falçao C. Morfologia das sementes de 35 generos de Scrophulariaceae do Brasil - sua aplicação a sistemática desta família. Rodriguesia. 1980;53:33-107.


  Fay MF, Bennett JR, Dixon KW, Christenhusz MJ. Parasites, their relationships and the disintegration of Scrophulariaceae sensu lato. Curtis's Bot Mag. 2010;26(4):286-313. Doi: 10.1111/j.1467-8748.2009.01668.x.


  French RC, Sherman LJ. Factors affecting dormancy, germination, and seedling development of Aeginetia indica L.(Orobanchaceae). Am J Bot. 1976;63(5):558-570.


  Gupta PC. Seed vigour testing. In: Agarwal PK, editors. Handbook of seed testing. New Delhi; 1993. p. 242-249.


  Joel DM, Chaudhuri SK, Plakhine D, Ziadna H, Steffens JC. Dehydrocostus lactone is exuded from sunflower roots and stimulates germination of the root parasite Orobanche cumana. Phytochemistry. 2011;72(7):624-634. Doi:10.1016/j.phytochem.201 1.01.037.


  Matusova R, Van Mourik T, Bouwmeester HJ. Changes in the sensitivity of parasitic weed seeds to germination stimulants. Seed Sci Res. 2004; 14(4): 335-344. Doi:http://dx.doi.org/10.1079/SSR2004187.


  Marley PS, Kroschel J, Elzien A. Host specificity of Fusarium oxysporum Schlect (isolate PSM 197), a potential mycoherbicide for controlling Striga spp. in West Africa. Weed Res. 2005; 45(6):407-412. Doi: 10.1111/j.1365-3180.2005.00482.x.


  Mcneal JR, Bennett JR, Wolfe AD, Mathews S. Phylogeny and origins of holoparasitism in Orobanchaceae. Am J Bot. 2013;100(5):971-983. Doi: 10.3732/ajb.1200448.


  Mohamed KI, Musselman LJ, Riches CR. The genus Striga (Scrophulariaceae) in Africa. Ann Mo Bot Gard. 2001;88(1):60-103. Doi: 10.2307/2666132.


  Morawetz JJ, Randle CP, Wolfe AD. Phylogenetic relationships within the tropical clade of Orobanchaceae. Taxon. 2010;100(2):416-426.


  Nickrent DL. Parasitic plants of the world. In: J. A. López-Sáez, P. Catalán and L. Sáez, editors. Parasitic plants of the Iberian peninsula and Balearic Islands. Madrid: Mundi-Prensa; 2002. p. 7-27.


  Parker C. Observations on the current status of Orobanche and Striga problems worldwide. Pest Manag Sci. 2009;65(5):453-459. Doi: 10.1002/ps.1713.


  Pennell FW. Escobedia: A Neotropical Genus of the Scrophulariaceae. Proc Acad Nat Sci Philadelphia. 1931; 411-426.


  Plakhine D, Tadmor Y, Ziadne H, Joel DM. Maternal tissue is involved in stimulant reception by seeds of the parasitic plant Orobanche. Ann Bot. 2012;109(5):979-986. Doi: 10.1093/aob/mcs016.


  Phoenix GK, Press M. Linking physiological traits to impacts on community structure and function: the role of root hemiparasitic Orobanchaceae (ex-Scrophulariaceae). J Ecol. 2005;93(1):67-78. Doi: 10.1111/j.1365-2745.2004.00950.x.


  Ouédraogo O, Neumann U, Raynal-Roques A, Sallé G, Tuquet C, Dembélé B. New insights concerning the ecology and the biology of Rhamphicarpa fistulosa (Scrophulariaceae). Weed Research. 1999;39(2)159-169. Doi: 10.1046/j.1365-3180.1999.00133.x.


  Qasem J. Parasitic weeds of the Orobanchaceae family and their natural hosts in Jordan. Weed Biol Manag. 2009;9(2):112-122. Doi: 10.1111/j.1445-6664.2009.00328.x.


  Ren YQ, Guan KY, Li AR, Hu XJ, Zhang L. Host dependence and preference of the root hemiparasite, Pedicularis cephalantha Franch.(Orobanchaceae). Folia Geobot. 2010;45(4):443-455. Doi 10.1007/s12224-010-9081-6.


  Souza VC, Giulietti AM. Levantamento das espécies de Scrophulariaceae sensu lato nativas do Brasil. Pesquisa, Botânica. 2009;60:7-288.


  Souza VC. Neotropical Orobanchaceae. In: Milliken, W., Klitgård, B. & Baracat, A. (2009 onwards), Neotropikey-Interactive key and information resources for flowering plants ofthe Neotropics. [Cited: 1 feb 2014]. Available at: http://www.kew.org/science/tropamerica/neotropikey/families/Orobanchaceae.htm.


  Těšitel J, Lepš J., Vráblová M, Cameron DD. The role of heterotrophic carbon acquisition by the hemiparasitic plant Rhinanthus alectorolophus in seedling establishment in natural communities: A physiological perspective. New Phytol. 2011;192(1): 188-199. Doi: 10.1111/j.1469-8137.2011.03777.x.


  Tropicos.org. [Internet]. Missouri: Missouri Botanical Garden; [Cited 1 feb 2014]. Available at: http://.www.tropicos.org/.


  Trovato A, Monforte MT, Forestieri AM, Pizzimenti F. In vitro anti-mycotic activity of some medicinal plants containing flavonoids. Boll Chim Farm. 1999;139(5): 225-227.


  Ulloa C. Aromas y sabores andinos. In: Moraes, M., B. Ollgard, LP Kvist, F. Borchsenius and H. Balslev, editores. Botánica económica de los Andes Centrales. La Paz: Universidad Mayor de San Andrés.; 2006. 319 p.


  Uribe JA. Flora Sonsonesa. Colección Bicentenario de Antioquia, memorias y horizontes. Imprenta departamental de Antioquia: 2011. p. 194.


  Van Ast A, Bastiaans L. The role of infection time in the differential response of sorghum cultivars to Striga hermonthica infection. Weed Res. 2006;46(3): 264-274. Doi: 10.1111/j.1365-3180.2006.00507.x.


  Watling JR, Press MC. Impacts of infection by parasitic angiosperms on host photosynthesis. Plant Biol. 2001; 3(3): 244-250. Doi: 10.1055/s-2001-15195.


  Westwood JH, Yoder JI, Timko MP, Depamphilis CW. The evolution of parasitism in plants. Trends Plant Sci. 2010; 15(4): 227-235. Doi: 10.1016/J.TPLANTS.2010.01.004.


  Wolfe AD, Randle CP, Liu L, Steiner KE. Phylogeny and biogeography of Orobanchaceae. Folia Geobot. 2005;40(2-3):115-134.


  Yeo PF. Germination, seedlings, and the formation of haustoria in Euphrasia. Watsonia. 1961; 5(1):1-22.


  Yeo PF. The growth of Euphrasia in cultivation. Watsonia 6(1): 1-24.


  Yoder JI. 2001 Host-plant recognition by parasitic Scrophulariaceae. Plant Biol. 2001;4(4):359-365 Doi:10.1016/S1369-5266(00)00185-0.


  Young ND, Steiner KE, Depamphilis CW. The evolution of parasitism in Scrophulariaceae/Orobanchaceae: plastid gene sequences refute an evolutionary transition series. Ann Mo Bot Gard. 1999; 876-893.


  Doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v20n2.46703.


  Artículo de investigación/Original research paper


  DISTRIBUCIÓN ESPACIAL DEL BOSQUE SECO TROPICAL EN EL VALLE DEL CAUCA, COLOMBIA


  Spatial Distribution of Tropical Dry Forest in Valle Del Cauca, Colombia


  Diana Patricia ALVARADO-SOLANO1, Joel Tupac OTERO OSPINA2.


  1 Departamento de Ingeniería, Facultad de Ingeniería y Administración, Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira. Carrera 32 n° 12-00 Chapinero, Vía Candelaria. Palmira-Valle del Cauca, Colombia.

  2 Departamento de Ciencias Biológicas, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira -Dirección del Instituto de Estudios Ambientales, IDEA. Palmira, Colombia.

  For correspondence. dpalvarados@unal.edu.co.


  Received: 22nd October 2014, Returned for revision: 18th December 2014, Accepted: 2nd February 2015.

  Associate Editor: Xavier Marquinez Casas.


  Citation / Citar este artículo como: Alvarado-Solano DP, Otero Ospina JT. Distribución espacial del Bosque Seco Tropical en el Valle del Cauca, Colombia. Acta biol. Colomb. 2015;20(3):141-153. doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v20n2.46703.

  


  RESUMEN


  En el departamento del Valle del Cauca, la distribución de Bosque Seco Tropical (BsT) se ha asociado al valle geográfico del río Cauca ubicado en la zona plana. Actualmente en esta zona, su cobertura se ha reducido a pocos relictos que se encuentran bajo alguna figura de conservación y mantienen áreas representativas de las formaciones vegetales sssstípicas de este bioma. Este trabajo se enfocó en el reconocimiento de la distribución espacial de formaciones vegetales de BsT en el departamento del Valle del Cauca. Se empleó información cartográfica secundaria para reconocer los biomas, ecosistemas y usos del suelo del área de estudio y en zonas adyacentes del piedemonte y montañas. Un modelo digital de elevaciones fue utilizado para realizar análisis altitudinales. En un sistema de información geográfico se aplicaron técnicas de geoprocesamiento y análisis geoespacial entre la información cartográfica y satelital. Los resultados evidencian que pese al avanzado deterioro de las coberturas de bosque seco en la zona plana, alrededor del 80 % se localiza en ecosistemas de montaña, específicamente en zonas de transición hacia bosques húmedos. A futuro, el potencial de estas áreas deberá evaluarse para ser incluidas en estrategias de conservación y restauración del bosque seco así como en el diseño de procesos adaptativos frente al cambio climático.


  Palabras clave: biomas, conservación, sistema de información geográfico, Valle internandino.

  


  ABSTRACT


  The distribution of tropical dry forest in the department of Valle del Cauca, has been associated with the geographic Cauca valley. Currently in this area, dry forest coverages has been reduced to a few relicts, which are found under some protection figure and also hold representative areas of the typical vegetation of this biome. This work is focused on the spatial distribution of BsT vegetation formations in the Department of Valle del Cauca. Secondary cartographic information was used to recognize biomes, ecosystems and land uses in the study area and over adjacent areas of the piedmont and mountains. A digital elevation model was used to perform altitudinal analysis. The results showed that despite the high human disturbance of dry forest in the flat area, about 80 % is located in montain ecosystems, specially on transition zones towards humid forests. In the future, the potential of these areas to be included in dry forest conservation and restoration strategies and also adaptive mechanisms in facing climate change should be evaluated.


  Keywords: biomes, conservation, geographic information system, Interandean Valley.

  


  INTRODUCCIÓN


  En las últimas décadas el deterioro de las áreas naturales a nivel mundial se ha acelerado dramáticamente y las acciones humanas han desempeñado un papel considerable en esta transformación (Scolozzi et al., 2012; Ruiz et al., 2013). La tasa de conversión de coberturas naturales en coberturas agrícolas se ha estimado en 4 x 106 ha/año en los últimos cuarenta años (Tilman et al., 2001) como resultado de la dinámica económica local y mundial (Aide et al., 2013), llevando a la transformación de paisajes con gran diversidad biológica en paisajes homogéneos (Giraldo, 2012).


  Uno de los ecosistemas más afectados por las actividades humanas ha sido el Bosque Seco Tropical (BsT). En la actualidad, se encuentra distribuido en Suramérica, Centroamérica, Eurasia, Australasia, África y el Sudeste de Asia sobre la franja tropical (Miles et al., 2006). En Latinoamérica y el Caribe entre el periodo 2001-2010 presentó una deforestación del 80 %, principalmente en la Región del Chaco de Argentina, la región de Santa Cruz en Bolivia, la región occidental de Paraguay y el sur del Lago de Maracaibo en Venezuela (Aide et al., 2013). Las condiciones climáticas y la fertilidad de sus suelos (Wright y Muller-Landau, 2006) favorecieron el desarrollo agrícola y ganadero (Portillo-Quintero y Sánchez-Azofeifa, 2010), así como los asentamientos humanos (Espírito-Santo et al., 2009) desde los tiempos de la colonización española (Patiño, 1975). En consecuencia, el BsT se encuentra en la actualidad altamente fragmentado y deteriorado (Cotler y Ortega-Larrocea, 2006) siendo reconocido como el ecosistema más perturbado y el menos conocido (Fajardo et al., 2013).


  En el Valle del Cauca, específicamente en la zona plana, donde se localiza el Valle Geográfico del Río Cauca (VGRC), se puede encontrar el área de distribución del BsT. Sin embargo, su cobertura ha sido reducida a tal grado que su avanzado estado de degradación ha llevado a suponer su desaparición, no sólo en el departamento, sino a nivel nacional (Reina, 1996; Reina-Rodríguez et al., 2010; IAvH, 2013). Por ejemplo, en un estudio adelantado por Sánchez-Cuervo et al. (2012) donde se evaluó el cambio de uso del suelo en Colombia para el periodo 2001 - 2010, se identificaron áreas de BsT en el valle del río Magdalena, valle del río Sinú, y en Apure-Villavicencio, pero no en el VGRC. La situación es más preocupante cuando en la literatura científica se menciona que en el departamento del Valle del Cauca quedan menos de diez relictos de BsT de importancia, luego de la reducción de su cobertura desde 1986 (Armbrecht y Ulloa-Chacón, 1999; Arcila-Cardona et al., 2012). Es en estos relictos donde se ha enfocado la atención del público académico y científico por tratarse de fragmentos con las mayores áreas de cobertura. Dicha situación ha catalogado el departamento como la región con la menor extensión de bosque seco y aquel en donde éste presenta la mayor vulnerabilidad a nivel nacional (Arcila-Cardona et al., 2012).


  La forma en que los biomas y ecosistemas son clasificados puede desempeñar un papel importante en su estado de conservación actual y futuro. En el caso de los ecosistemas terrestres, su distribución está relacionada con factores como la humedad, la precipitación y la altitud. La interacción de estos factores ambientales ha originado unas dinámicas espaciales y temporales particulares en la vegetación. Dichas dinámicas han sido reconocidas en los diferentes sistemas de clasificación de ecosistemas a nivel mundial. De éstos los más conocidos son el sistema de Zonas de Vida de Holdridge y el de Biomas de Whittaker. En Colombia, IDEAM et al. (2007) estandarizaron el sistema de clasificación de los ecosistemas continentales, costeros y marinos con la producción cartográfica respectiva en términos de su distribución a nivel nacional. El propósito principal de este proceso es facilitar el monitoreo y seguimiento de los ecosistemas del país (González et al., 2012). Posteriormente, en el departamento del Valle del Cauca, el mapa de Ecosistemas fue actualizado (CVC y FUNAGUA, 2010), y como resultado, el bioma Bosque Seco y Humedales del mapa de Ecosistemas de 1996 fue dividido en dos biomas, el Zonobioma Alternohígrico Tropical del Valle del Cauca (ZAHTVC) y el Helobioma del Valle del Cauca (HVC). Para llevar a cabo esta división, se tuvieron en cuenta las características específicas de cada una de estas zonas, como por ejemplo, las inundaciones periódicas producidas por el río Cauca durante la época de lluvias y que genera una dinámica específica en las comunidades biológicas que se desarrollan en el HVC. En el caso del ZAHTVC, la principal característica es la estacionalidad marcada de las lluvias, además de encontrarse sobre los depósitos aluviales del río Cauca y afluentes, y en las formaciones de la llanura aluvial de piedemonte, principalmente (CVC y FUNAGUA, 2010).


  Sumado a lo anterior, la forma de delimitar un ecosistema, también puede influir en su estado de conservación actual y futuro. En el caso del BsT, su delimitación, y por ende, su definición, ha tenido varias interpretaciones (Miles et al., 2006; Powers et al., 2009). Dentro de los criterios para su delimitación se encuentran: 1) la precipitación media anual: que puede variar entre 700 y 2000 mm (Murphy y Lugo, 1986), 250 y 2000 mm (Sánchez-Azofeifa et al., 2005; Arcila-Cardona et al., 2012) ó entre 1000 y 2000 mm (Espinal, 1964; Chacón de Ulloa et al., 2012); 2) la temperatura media anual: parámetro cuyo valor varía entre diferentes autores, por ejemplo, que los valores de temperatura media anual superen los 17 oC (Arcila-Cardona et al., 2012), o los 24 oC (Espinal, 1964; Torres et al., 2012; Arcila-Cardona et al., 2012; Chacón de Ulloa et al., 2012) o que ésta sea mayor de 25 oC (Sánchez-Azofeifa et al., 2005); 3) la duración del periodo seco: que generalmente se prolonga por tres meses o más (Murphy y Lugo, 1986; Sánchez-Azofeifa et al., 2005); 4) las características deciduas de la vegetación (Murphy y Lugo, 1986; Sánchez-Azofeifa et al., 2005); y 5) el rango altitudinal: siendo este el criterio que ha sido más utilizado para delimitar el bosque seco a nivel departamental, donde se emplean los rangos entre los 900 y 1200 m s.n.m. (Arcila-Cardona et al., 2012), entre 900 y 1100 m s.n.m.(Chacón de Ulloa et al., 2012) ó entre 0 y 1000 m s.n.m. para el caso de la delimitación a nivel nacional (Espinal, 1964; IDEAM et al., 2007). Es en la definición de los valores de estas variables donde se han presentado diferencias. La falta de unificación de estos criterios ha resultado en esfuerzos de conservación ineficientes. De allí la importancia que presenta el trabajo realizado por las entidades nacionales y regionales para la producción de cartografía ecológica basada en información geopedológica, zonificación climática y coberturas de la tierra (Montoya, 2010).


  Adicionalmente, además de los impactos generados sobre los ecosistemas como resultado de los cambios de uso del suelo, la deforestación y la fragmentación de hábitats, éstos deberán enfrentar el cambio climático (Urbina-Cardona, 2011; Palombo et al., 2013). Se espera que el aumento de la temperatura y la modificación en los regímenes de precipitación tenga efectos importantes sobre la diversidad de los bosques, especialmente sobre aquellas especies que dependen de la heterogeneidad espacial; y específicamente de los individuos, quienes son los que responden directamente al cambio climático al competir por la disponibilidad de luz local y humedad (Clark et al., 2012). Desde un enfoque fitoclimático, los ecosistemas boscosos pueden ser resilientes a cambios climáticos en ambientes con amplia versatilidad y que puedan albergar diferentes comunidades vegetales (García-López y Allué, 2011 ). En este sentido, este trabajo se enfocó en reconocer la distribución espacial del BsT en el departamento del Valle del Cauca, así como las coberturas naturales y seminaturales asociadas.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Descripción del área de estudio


  El área de estudio corresponde a la zona plana (Valle Geográfico del Río Cauca), que es el área de distribución potencial del BsT en el departamento del Valle del Cauca (Reina-Rodríguez et al., 2010). El mapa actualizado de Ecosistemas del Valle del Cauca (CVC y FUNAGUA, 2010), zonificó la zona plana en dos biomas regionales, el Zonobioma Alternohígrico Tropical del Valle del Cauca (ZAHTVC) y Helobioma del Valle del Cauca (HVC), teniendo en cuenta las características particulares que diferencian las áreas no inundables ubicadas en llanuras aluviales de piedemonte de las zonas de inundación periódica a lo largo del río Cauca, respectivamente. El área de estudio fue entonces delimitado a partir de dichos biomas regionales (Fig. 1), el cual cubre una extensión de 350959 ha donde se agrupan nueve ecosistemas: Arbustales y matorrales cálido seco en piedemonte aluvial, arbustales y matorrales medio húmedo en piedemonte coluvio-aluvial, bosque cálido húmedo en piedemonte coluvio-aluvial, bosque cálido seco en lomerío fluvio-lacustre, bosque cálido seco en piedemonte aluvial, bosque cálido seco en piedemonte coluvio-aluvial, bosque inundable cálido seco en planicie aluvial, bosque cálido húmedo en planicie aluvial, y bosque cálido seco en planicie aluvial. El rango de distribución altitudinal del BsT (ZAHTVC y HVC) en la zona plana se encuentra generalmente entre los 900 m s.n.m. y 1100 m s.n.m. (Chacón de Ulloa et al., 2012), aunque también se encuentra presente sobre los piedemontes de las cordilleras Central y Occidental asociado con los enclaves subxerofíticos (Vargas, 2012).
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  La zona se caracteriza por presentar un régimen climático bimodal, con una época lluviosa entre los meses de abril-mayo y octubre-noviembre, que representan el 70 % de la precipitación anual, y dos temporadas secas entre los meses de enero-febrero y julio-agosto (Armbrecht y Ulloa-Chacón, 1999). Esta zona se ha caracterizado porque los usos del suelo de este territorio se han dedicado a las actividades agrícolas y ganaderas desde el siglo XVI cuando inició la ocupación española, y luego de manera intensiva a mediados del siglo XX para el cultivo industrial de la caña de azúcar (Vargas, 2012).


  Fuente de datos


  El estudio empleó información cartográfica y satelital secundaria, producida por instituciones de nivel departamental, nacional e internacional. A nivel del departamento, la información cartográfica temática se encuentra disponible para consulta del público a través del GeoPortal de la Corporación Autónoma Regional del Valle del Cauca (CVC) (CVC, s.f.). Se utilizaron los mapas temáticos de ecosistemas y cobertura del suelo en formato vectorial. Los mapas corresponden a la última actualización cartográfica efectuada en el año 2010 y se encuentran a escala 1:100000. El mapa de ecosistemas incluye dos niveles jerárquicos, biomas y ecosistemas; el mapa de cobertura del suelo se divide en cuatro niveles jerárquicos, cada uno con una escala de detalle específico. En este estudio se utilizó el nivel tres de detalle correspondiente a las coberturas naturales y seminaturales de la clasificación Corine Land Cover, que incluye arbustales y matorrales naturales, áreas naturales abiertas sin o con poca vegetación, bosques naturales y superficies naturales y seminaturales. También se empleó el mapa preliminar de distribución de bosque seco tropical en Colombia (1:100000) elaborado en el 2012 (IAvH, 2013). Desafortunadamente, el enlace en la actualidad ya no se encuentra disponible, dado que ya se encuentra disponible la versión final del mapa de distribución de BsT para Colombia (IAvH, 2014). Se utilizaron además, el mapa de Reservas de la Sociedad Civil registradas ante Parques Nacionales y el mapa de otras categorías reconocidas por el SINAP, ambos descargados desde la página de Parques Nacionales en el acceso de datos abiertos (PNN, s.f.).


  La información cartográfica empleada es de gran valor, pues ya ha sido procesada, evaluada y validada. En el caso del mapa preliminar de bosque seco tropical de Colombia, a la fecha de su producción, estaba siendo validada en campo, sin embargo, se consideró relevante incluirlo en la investigación, al ser producido por expertos en el tema.


  Posteriormente, fueron registradas las coordenadas geográficas de los fragmentos representativos de bosque seco del Valle del Cauca (Chacón de Ulloa et al., 2012) y convertidas en un shapefile de puntos (Tabla 1). De manera que pudiera observarse la distribución de otros fragmentos de bosque seco en el área de estudio, se utilizaron 15766 puntos georreferenciados que se encontraban registrados en una base de datos, producto del proyecto "Construcción de una propuesta de corredor biológico en el Bosque Seco Tropical a través del análisis de los remanentes de bosque y humedales y el establecimiento y consolidación de la franja protectora del Río Cauca" (CVC y Universidad del Tolima, 2006). Estos también se convirtieron a puntos en un shapefile. De la base de datos, se empleó la información relacionada con las coordenadas geográficas y el municipio donde fueron reportados. Un modelo de elevación digital fue empleado para definir las ubicaciones altitudinales de la información cartográfica (GLCF, 2008).
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  Procesamiento de información cartográfica y satelital


  Para el procesamiento de la información cartográfica y satelital se utilizó el software comercial de SIG ArcGis ® 10.2 for Desktop, tipo de Licencia Básica de la empresa ESRI, en el Laboratorio de Sistemas de Información Geográfica (SIG) de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira, institución responsable de la Licencia. La preparación de la información cartográfica y satelital requirió la aplicación de métodos de geoprocesamiento. La información cartográfica y satelital fue proyectada al Sistema de Coordenadas WGS1984 Zona UTM 18N para facilitar el análisis posterior.


  El área de estudio (ZAHTVC y HVC) fue extraído del mapa de Ecosistemas mediante el procedimiento Dissolve del módulo de geoprocesamiento. Esta herramienta permite fusionar polígonos adyacentes que comparten un mismo valor de un atributo específico. En este caso, todos los polígonos correspondientes a los ecosistemas que conformaban los Biomas ZAHTVC y HVC se unieron bajo el atributo en común que fue el Bioma en cada caso particular. El polígono resultante del área de estudio fue empleado como máscara para ajustar la información cartográfica restante así como la información satelital. El procedimiento Clip fue aplicado con este propósito, puesto que del conjunto de atributos que contiene cada mapa, sólo se requerían para la investigación, aquellos que se encontraran dentro del área de estudio. En consecuencia, se recortaron con el polígono del área de estudio, el mapa de áreas protegidas de Colombia, el mapa preliminar de bosque seco de Colombia y el mapa de cobertura del suelo del Valle del Cauca. De este último, las coberturas del tercer nivel de detalle correspondientes a superficies naturales y seminaturales fueron extraídas mediante la herramienta Dissolve.


  El modelo de elevación digital se compone de dos imágenes satelitales (p009r57z18 y p009r58z18) georreferenciadas en el Sistema de Coordenadas WGS 1984 Zona UTM 18N, y en formato ráster. Dado que las dos imágenes cubren una extensión mayor que el área del departamento del Valle del Cauca, fueron procesadas inicialmente en el módulo Spatial Analyst, aplicando la herramienta Extract by Atribbutes, siendo la altitud el atributo empleado para extraer la información de interés. El valor mínimo definido fue cero para eliminar los NODATAS. Así al combinar las dos imágenes en un mosaico se evita la superposición de bordes negros que corresponden a los bordes de las imágenes. Para la unión de las dos imágenes se aplicó el procedimiento Mosaics para Dataset Raster en el módulo de DATA MANAGMENT. Por otro lado, el mosaico del modelo digital de elevación fue empleado para agregar la información de altitud a los shapefile de relictos bosque seco y de los puntos georreferenciados de otros fragmentos de bosque seco, aplicando en este proceso, las herramientas de análisis de superficie en el módulo 3D ANALYST.


  Análisis de cobertura de bosque seco y otras coberturas naturales y seminaturales


  Una vez fueron ajustados para el área de estudio los mapas de áreas protegidas de Colombia, el de otras categorías de protección reconocidas por el SINAP, el mapa preliminar de bosque seco tropical de Colombia, y el de coberturas naturales y seminaturales del departamento, se procedió a cuantificar la presencia de formaciones vegetales de bosque seco. Por su parte, el mapa de ecosistemas del departamento fue utilizado para reconocer los biomas y ecosistemas de la información cartográfica descrita anteriormente (Tabla 2).
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  Análisis altitudinal


  El polígono del área de estudio se utilizó como máscara para recortar el mosaico del modelo digital de elevación y así reconocer su rango altitudinal. Luego, esta información fue comparada con los datos altitudinales de los relictos representativos, con los polígonos del mapa preliminar de bosque seco ajustado para el área de estudio, con los datos de altitud de los puntos georreferenciados de bosque seco.


  RESULTADOS


  Distribución de bosque seco y coberturas naturales


  Mediante herramientas de geoprocesamiento y utilizando el mapa preliminar de bosque seco de Colombia, se encontraron polígonos de bosque seco dentro del área de estudio (ZAHTVC y HVC) y fuera de éste. Lo anterior llevó a identificar el bioma sobre el que estaban ubicados los polígonos externos de bosque seco, empleando para ello el mapa de Ecosistemas. Los biomas identificados fueron el Orobioma Azonal (OA), específicamente sobre los ecosistemas arbustales y matorrales cálido muy seco en montaña fluvio-gravitacional y arbustales y matorrales medio muy seco en montaña fluvio-gravitacional; el Orobioma Bajo de los Andes (OBA) en los ecosistemas arbustales y matorrales medio seco en lomerio estructural-erosional, arbustales y matorrales medio seco en montaña fluvio-gravitacional, bosque cálido húmedo en montaña fluvio-gravitacional, bosque cálido muy húmedo en montaña fluvio-gravitacional, bosque medio húmedo en montaña estructural-erosional, bosque medio húmedo en montaña fluvio-gravitacional, bosque medio muy húmedo en montaña fluvio-gravitacional y bosque medio seco en montaña fluvio-gravitacional; y el Orobioma Medio de los Andes (OMA) sobre los ecosistemas bosque frío húmedo en montaña fluvio-gravitacional, bosque frío muy húmedo en montana fluvio-gravitacional y bosque frío pluvial en montaña fluvio-gravitacional. Por otro lado, de las 802676,11 ha de BsT que tiene el país, el departamento del Valle del Cauca representa el 9,46 % y el área de estudio el 0,79 %. En relación a las 75920,93 ha de bosque seco que posee el departamento, un 8 % aproximadamente se localiza en el área de estudio. Teniendo en cuenta que a través del geoprocesamiento se identificaron polígonos de bosque seco sobre los biomas OBA, OA y OMA, se consideró de importancia cuantificar las áreas de bosque seco allí presentes. Siendo así que frente al área total de bosque seco del departamento, OBA registra el 77,09 % (58531,03 ha), OA el 9,08 % (6892,06 ha) y OMA el 5,5 % (4176,04 ha). En relación a las 350959,83 ha del área de estudio, el 1,8% corresponde a BsT. Esta cifra aumenta al cuantificar el área de bosque seco respecto al área de los biomas OBA y OA, el cual registró el 6,93 % y el 7,63 % respectivamente (Fig. 2).
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  Los mapas de áreas protegidas y de otras categorías de protección reconocidas por el SINAP presentan un comportamiento similar. En el caso de áreas protegidas, se registraron el Parque Natural Regional El Vínculo y la Reserva Forestal Protectora Nacional de los Ríos Zabaletas y Cerrito. Cada una posee un área de 83,35 ha y 900,04 ha respectivamente, de las cuales, la primera, conserva 91,17 % y la segunda, 35,62 % fuera del área de estudio. Las áreas excluidas de estas áreas protegidas se localizan en el Bioma OBA sobre los ecosistemas arbustales y matorrales medio seco en lomerio estructural-erosional y arbustales y matorrales medio seco en montana fluvio-gravitacional. En el mapa ajustado de otras categorías de protección reconocidas por el SINAP se registraron los polígonos Miravalle y Cusagui. Los dos están dentro del área de estudio y tienen cada una, 28,99 ha y 13,67 ha respectivamente. En términos generales y con la información cartográfica disponible, se encuentran bajo protección alrededor de 629,5 ha dentro del área de estudio, lo que equivale al 0,18 % de su área total.


  En cuanto a coberturas naturales y seminaturales (CNSN), el Valle del Cauca presenta el 55,22 % de un área total de 2093857,62 ha, bajo estas coberturas. En el área de estudio, la proporción disminuye, de las 350959,83 ha que posee, sólo el 3,54 % son CNSN. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la revisión de los polígonos de bosque seco en el departamento y de áreas protegidas, se procedió a cuantificar las coberturas naturales y seminaturales en los biomas OBA y OA, encontrando resultados contrastantes respecto al área de estudio. En OBA, que posee un área total de 844369,66 ha, el 52,43 % presenta CNSN, mientras que OA con 90317,09 de área total, posee un 24,21 % (Fig. 2).


  De igual manera, cuando se revisaron los ecosistemas sobre los que se encontraban los relictos representativos y los puntos georreferenciados de bosque seco, se encontró que los relictos del Jardín Botánico (JB) Juan María Céspedes, Las Pilas y el Parque Natural Regional (PNR) El Vínculo están fuera del área de estudio, específicamente en OBA sobre el ecosistema arbustales y matorrales medio seco en lomerío estructural-erosional. En el caso de los puntos georreferenciados de fragmentos de bosque seco del proyecto de corredor biológico del Río Cauca (CVC y Universidad del Tolima, 2006), alrededor del 2,68 % de éstos se localizaron en los ecosistemas arbustales y matorrales medio seco en montaña fluvio-gravitacional, arbustales y matorrales medio seco en lomerío estructural erosional, bosque medio húmedo en montaña fluvio-gravitacional y bosque medio húmedo en montaña estructural-erosional del OBA; también se encontraron en arbustales y matorrales medio muy seco en montaña fluvio-gravitacional del OA.


  Análisis altitudinal


  El análisis geoespacial a partir del GLSDEM obtenido para el área de estudio muestra un rango altitudinal entre los 892 m s.n.m. y los 1695 m s.n.m. La altura máxima se localizó en dos sitios, entre las coordenadas 3°18'47,871"N y 76°35'48,339"W (Fig.3a) y los 3°17'2,683"N y 76°36'6,128"W (Fig. 3b), sobre el ecosistema arbustales y matorrales medio húmedo en piedemonte coluvio-aluvial, municipio de Jamundí, al sur del área de estudio. Cuando se agregó la información altitudinal a los relictos de bosque seco, estos se encontraron entre los 933 m s.n.m. y los 1180 m s.n.m (Tabla 1). Aunque los relictos Las Pilas, el JB Juan María Céspedes y el PNR El Vínculo se encuentran dentro del rango altitudinal, están fuera del área de estudio (Fig. 4a-4c). En el caso de los polígonos de bosque seco del mapa preliminar, la altura mínima registrada fue de 208 m s.n.m., en las coordenadas 4°24'5,84"N 76°31'49,603"W en el Resguardo Sanguinini del municipio de Bolívar; la altura máxima fue de 3014 m s.n.m., en las coordenadas 3°15'24,85"N 76°43'53,957"W en el corregimiento de San Antonio, municipio de Jamundí.
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  Los puntos georreferenciados de fragmentos de bosque seco del proyecto de Corredor Biológico del Río Cauca presentaron el mismo comportamiento. El punto más bajo se ubicó a los 897 m n.s.m. en el municipio de Ansermanuevo y el más alto a los 1313 m s.n.m. en el municipio de Ginebra. En la base de datos construida en dicho proyecto, fueron registrados 28 municipios que contaban con puntos georreferenciados asociados a formaciones de bosque seco. El municipio con la menor cantidad de puntos georreferenciados de BsT fue Vijes con 36, y el municipio con la mayor cantidad de puntos fue Palmira con 2402. Los municipios con formaciones de BsT que superaron los 500 puntos georreferenciados fueron Palmira (2402 puntos), Jamundí (1770 puntos), Candelaria (1155 puntos), El Cerrito (946 puntos), Cali (909 puntos), Cartago (764 puntos), Tuluá (663 puntos), Zarzal (575 puntos), Guacarí (552 puntos) y Buga (510 puntos). El rango altitudinal, donde se concentraron los fragmentos de bosque seco, fue, de mayor a menor cantidad, el siguiente: entre los 890 y 990 m s.n.m (11430 fragmentos), seguido del rango 991-1090 m s.n.m. (3805 fragmentos), el rango 1091-1190 m s.n.m. (503 fragmentos), 1191-1290 m s.n.m. (26 fragmentos) y 1291 - 1390 (2 fragmentos).


  DISCUSIÓN


  El presente manuscrito tuvo como propósito reconocer la distribución espacial del BsT en el departamento del Valle del Cauca. Para definir el área de estudio, se tuvo en cuenta la delimitación de los biomas regionales Zonobioma Alternohígrico Tropical del Valle del Cauca y el Helobioma del Valle del Cauca. Estas categorías hacen parte de la actualización del mapa de ecosistemas del departamento (CVC y FUNAGUA, 2010), pues en el mapa anterior de ecosistemas del año 1996, los biomas mencionados anteriormente se encontraban bajo una sola categoría, Bosques Secos y Humedales (CVC y FUNAGUA, 2010). Dichos biomas regionales están asociados a la zona plana, sobre el Valle Geográfico del Río Cauca, de allí a que frecuentemente se relacione la zona plana del departamento con el área donde se puede encontrar bosque seco, pese a que se ha reconocido que también está presente en el piedemonte y asociado con formaciones subxerofíticas (Vargas, 2012).


  Los resultados del geoprocesamiento de la información cartográfica utilizada, evidencian que este Gran Bioma (IDEAM et al., 2007) cubre áreas importantes fuera del área de estudio, especialmente en el piedemonte, lomeríos y montañas en la zona de transición hacia bosques húmedos, sobre biomas regionales de montaña, como el Orobioma Bajo de los Andes, el Orobioma Medio de los Andes, y también en zonas de transición hacia bosques muy secos, sobre el bioma Orobioma Azonal. El hecho de que los biomas regionales de montaña presenten formaciones vegetales de bosque seco y de otras coberturas naturales y seminaturales, refleja la metodología empleada en la actualización del mapa de ecosistemas y en el mapa de cobertura del suelo del Valle del Cauca. En ese proceso se tuvieron en cuenta variables climáticas, como la temperatura, precipitación anual, pisos térmicos y provincias de humedad; y variables biofísicas relacionadas con unidades morfogeológicas, unidades de suelo y material litológico. El esquema de clasificación por subdivisión empleado obtuvo una lectura holística del territorio, identificando de esta manera, unidades ecológicas más próximas a la realidad (CVC y FUNAGUA, 2010), pues incluyeron componentes del territorio y trabajaron dos niveles de integración: bioma y ecosistema.


  Las diferentes metodologías para cartografiar ecosistemas se basan en los componentes del territorio y en una escala de detalle que es determinada por los niveles de integración, que incluyen tipo general de bioma, bioma y el ecosistema; el bioma está relacionado con afinidades florísticas, en cambio, el ecosistema involucra aspectos biofísicos (IDEAM, 2011). Aunque en dicho ejercicio es importante involucrar la distribución de especies y otros procesos generadores de ecosistemas (IDEAM, 2011), generalmente se aplica la metodología basada en superposición de mapas temáticos ya existentes, pues visibilizan la variabilidad espacial de las diferentes unidades ecológicas que conforman los ecosistemas (CVC y FUNAGUA, 2010).


  Por ejemplo, La clasificación de zonas de vida de Holdridge se caracteriza por estar conformada por una serie de hexágonos en los que confluyen factores como la precipitación promedio anual, la biotemperatura promedio anual y la relación de evapotranspiración potencial, pisos latitudinales y pisos altitudinales (Jiménez, 1980). Holdridge (2000) observó patrones de distribución de diferentes formaciones vegetales en asociaciones de tipo climática, edáfica, atmosférica e hídrica, que hacían parte de unas zonas de vida específicas. Estas zonas estaban conectadas a través de áreas de transición, las cuales fueron incluidas en los triángulos que formaban los hexágonos en cada una de sus esquinas (Jiménez ,1980). Para el caso específico de la zona de vida de bosque seco, como ha sido clasificado en el sistema de Holdridge, se presentan zonas de transición hacia el bosque húmedo, bosques muy secos y hacia montes espinosos, con valores similares o superpuestos de temperatura media anual, rango altitudinal y de precipitación media anual (Tabla 2).


  En relación con la distribución espacial en términos altitudinales, el bosque seco se ha asociado generalmente a un rango específico. En Colombia, IDEAM et al. (2007) lo ubicaron entre los 0 y 800 m s.n.m.; para el Valle del Cauca, la presencia de BsT ha estado asociado a la zona plana entre los 900 y 1100 m s.n.m. (Chacón de Ulloa et al., 2012) ó hasta los 1200 m s.n.m. (Reina-Rodríguez et al., 2010; Arcila-Cardona et al., 2012). En el presente manuscrito se llevó a cabo un análisis altitudinal del área de estudio delimitada a partir de los biomas ZAHTVC y HVC, empleando un modelo digital de elevación. Los resultados muestran diferencias frente a las delimitaciones altitudinales registradas anteriormente para la zona plana como área de distribución del bosque seco (Fig. 3). Se observó que la altitud no es un valor uniforme a lo largo de los límites del área de estudio, específicamente en los límites externos del Zonobioma Alternohígrico Tropical del Valle del Cauca, como se observó en la altura máxima localizada a 1695 m s.n.m, sobre un ecosistema medio húmedo. Los resultados concuerdan con la presencia de polígonos, relictos representativos y de otros fragmentos de bosque seco en biomas de montaña, en zonas de transición hacia bosques húmedos. En este sentido, es claro que las formaciones vegetales de bosque seco, aunque pueden crecer en unas áreas específicas alcanzando un estado maduro de desarrollo o clímax, también pueden desenvolverse en otras zonas donde los diferentes elementos naturales pueden encontrar condiciones favorables, aunque alguno de los factores que influyen en su distribución y abundancia no se encuentren en su nivel óptimo (Jiménez, 1980).


  Es claro que las futuras investigaciones de bosque seco en el departamento del Valle del Cauca deben dirigirse hacia estudios detallados de la estructura, composición y función de las áreas que presentan condiciones favorables para el desarrollo de estas formaciones vegetales. Al respecto, Hernández et al. (1992), sugirieron que la vegetación de bosque seco se había derivado de bosques más húmedos. Por otro lado, Miles et al. (2006) identificaron que a nivel regional, los bosques secos pueden estar agrupados entre cuatro a seis tipos bioclimáticos, reflejando una tolerancia amplia de rango climático de estas formaciones vegetales. Al respecto, Banda et al. (2006) encontraron afinidades florísticas de 183 especies vegetales de bosques secos del Caribe Colombiano y bosques húmedos de Urabá-Magdalena, de Centroamérica y de los valles interandinos de Colombia empleando un análisis panbiogegráfico.


  Por otro lado, Vargas (2012) elaboró un listado de 1357 especies vegetales, enfocado a las arbóreas, a partir de colectas en bosques secos en el Valle Geográfico del Río Cauca desde el departamento de Risaralda hasta el departamento del Cauca, incluyendo los piedemontes y enclaves subxerofíticos y secos de las cordilleras Central y Occidental. Sus resultados evidencian el alto grado de transformación del bosque seco, y la alta vulnerabilidad a la que están expuestos los fragmentos claves, por ello, resaltó la importancia de procesos de restauración que generen hábitat y conectividad a nivel del paisaje para reducir el riesgo de las especies amenazadas. Arcila-Cardona et al. (2012) proponen que los proyectos de reconexión de fragmentos de bosque seco utilicen elementos del paisaje como guaduales y bosques riparios, y apliquen técnicas de gestión de la matriz del paisaje para facilitar el flujo de organismos. Los ecosistemas localizados en los biomas montañosos (Tabla 2), y las áreas con coberturas naturales y seminaturales localizados sobre éstos, pueden convertirse en candidatos en este tipo de estrategias (Herrera, 2011), pues al igual que los fragmentos de bosque seco, éstas áreas también están en riesgo de desaparecer por efecto de las actividades antrópicas por su conversión para uso agrícola (García, 2011; Putz y Romero, 2014).


  Por ende, futuras investigaciones deberán dirigirse hacia la integración de información florística de bosques secos del departamento, como la publicada por Vargas (2012), en análisis espaciales que generen conocimiento sobre la distribución geográfica de las especies, especialmente aquellas altamente amenazadas y su relación con las biomas de montaña, ya que pueden llegar a desempeñar un papel importante en la conservación de formaciones vegetales localizadas a altitudes más bajas como el bosque seco. Por ejemplo, Aide et al. (2013) encontraron que la altitud es uno de los factores ambientales que predice los cambios de vegetación al limitar las prácticas de uso del suelo que son factibles en la región. Por ello, en las zonas de mayor altitud puede presentarse una recuperación importante de la cobertura forestal de acuerdo a la tendencia de reforestación mundial, tendencias que no son tenidas en cuenta en los estudios de deforestación como señalan Sánchez-Cuervo et al. (2012).


  Finalmente, bajo los diferentes escenarios de cambio climático, es importante tener presentes los ecosistemas localizados sobre biomas de montaña, pues se esperan ascensos o reducciones de zonas bioclimáticas por el cambio en la distribución y diversidad de las especies (Serrano et al., 2008) y la colonización de tierras altas en montañas tropicales (Seimon et al., 2008). La respuesta de las comunidades biológicas y de las especies se verá además influenciada por las relaciones sinérgicas entre el cambio climático y los cambios de uso del suelo (Palombo et al., 2013), sin embargo, las especies más susceptibles al cambio climático serán aquellas con rangos de distribución altitudinales estrechos (Urbina-Cardona, 2011). De allí la importancia de fortalecer el estado del conocimiento acerca de la diversidad biológica asociada a los bosques secos del departamento, no sólo en términos de los efectos que la fragmentación en la zona plana ha tenido sobre las especies estudiadas, como las hormigas (Hymenoptera: Formicidae) (Chacón de Ulloa et al., 2012), la flora (Vargas, 2012), sino además, en el reconocimiento de sus rangos de distribución y de tolerancia climática.


  CONCLUSIONES


  El bosque seco tropical del departamento del Valle del Cauca ha sido expuesto a un estado de deterioro avanzado en su principal zona de distribución potencial, la zona plana. El presente manuscrito reconoció que la distribución espacial de formaciones vegetales de bosque seco y de otras coberturas naturales y seminaturales, también está relacionada con ecosistemas localizados en biomas de montaña que presentan condiciones ambientales similares, principalmente sobre el Orobioma Bajo de los Andes. Es así que con miras en el diseño e implementación de futuras estrategias de restauración y conservación de bosque seco, estas áreas identificadas son candidatos potenciales, por lo que es importante adelantar caracterizaciones ecosistémicas, enfocados en su estructura y función. La observación de la variabilidad en el rango altitudinal a lo largo del área de estudio se convierte en una oportunidad para futuras investigaciones enfocadas a estudiar los cambios en la cobertura de bosque seco, distribución de especies desde un enfoque biogeográfico, al reconocimiento de rangos de distribución y de tolerancia y las alteraciones que pueden presentarse por efectos del cambio climático.
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  RESUMEN


  Se determinó la variación espacio temporal de las plantas vasculares acuáticas en las ciénagas de María Arriba, San Sebastián, Purísima y Momil del complejo cenagoso del bajo Sinú (CCBS), en el departamento de Córdoba (Colombia), abarcando los periodos hidrológicos ocurridos durante el año 2011. El área de estudio se dividió en cuatro sectores y mediante el método de intercepción en línea se determinó la abundancia y frecuencia de las hidrófitas. Se registraron 39659 individuos distribuidos en 24 familias, 30 géneros y 35 especies. La mayor abundancia de especies se presentó en Momil con 18582 individuos, siendo la familia Lemnaceae la más representativa. El análisis de varianza (ANOVA) indica que no existen diferencias estadísticas significativas en la abundancia de la especies de plantas acuáticas de los meses de muestreo (F = 1,04; GL = 11; p = 0,083), sin embargo, se evidenció la incidencia del período hidrológico sobre la dinámica de crecimiento de las plantas, algunas especies desaparecen en época seca, otras sobreviven un periodo corto de tiempo, mientras que otras como Lemna minor L y Salvinia auriculata Aubl aumentan en época de lluvia.


  Palabras clave: Ciénagas, comunidad, composición estructura, plantas vasculares acuáticas.

  


  ABSTRACT


  The space-time variation of vascular aquatic vegetation was studied in Maria Arriba, San Sebastian, Purísima and Momil swamps of the lower Sinú swamp complex, located in the department of Córdoba (Colombia), covering hydrological periods occurred in one year. The area of study was divided in four sectors and by the linear intercept method it was determined the abundance and frequency of the hydrophytes. They were recorded 39659 individuals distributed in 24 families, 30 genus and 35 species. The highest abundance of species was presented in Momil with 18582 individuals being the family Lemnaceae the most representative. The analysis of variance (ANOVA) shows that not exist statistically significantly different in the abundance of the species of aquatic plants from sampling months (F = 1,04; GL = 11; p = 0,083), however, it has demonstrated the incidence of a hydrological period on the plants dynamic growth, some species disappear in dry season, others survive for a short period of time, while others like Lemna minor L. y Salvinia auriculata Aubl. increase in the rainy season.


  Keywords: Swamps, community, composition, structure, aquatic vascular plants.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las ciénagas son ecosistemas poco profundos que actúan como reguladoras de regímenes hídricos y de las áreas tributarias, y son hábitat de numerosas especies de fauna y flora (Ríos et al., 2008). Entre la flora de las ciénagas se encuentran las plantas vasculares acuáticas, las cuales conforman un tipo vegetación que además crece en lagos, embalses, y ríos, ya sea en la interface agua tierra, sobre la superficie del agua o totalmente sumergidas (Tiner, 1991; Roldan, 1992; Lot et al.,1999; Mora et al., 2013). Estas plantas son capaces de realizar su ciclo regenerativo cuando sus partes vegetativas están sumergidas o soportadas por agua. Algunas son inducidas a reproducirse sexualmente cuando sus fracciones vegetativas quedan expuestas al ambiente aéreo (Spencer y Bowes, 1990). De forma general las hidrófitas, son productoras de materia orgánica e importantes en la dinámica de nutrientes del ecosistema (Pompeo,1999), además, brindan directa o indirectamente alimento, protección y hábitats para muchos organismos (Raven et al., 1992; Rottmann, 1995).


  Las plantas acuáticas son importantes en el ecosistema, desde el punto de vista ecológico y su aprovechamiento depende de las necesidades y costumbres de los pobladores, tradicionalmente se han usado como materia prima para numerosas actividades por ejemplo son el sitio preferido para la pesca (Albuquerque, 1978; Petr, 2000; Petry et al., 2003) y se incorporan en diversas actividades, como fuente de alimento, ornamental, artesanal, medicinal, forrajero o para producir abono verde, así como en el tratamiento de aguas servidas o como bioindicadoras de condiciones límnicas (Ramírez et al., 1982; Hauenstein et al., 1993; Ederra, 1997; Hauenstein et al., 1999; Hauenstein et al.,2002; Arroyave, 2004).


  La composición, abundancia y distribución de plantas vasculares acuáticas en los diferentes ecosistemas tropicales depende de las características químicas (Kunii, 1991) y físicas del agua como la profundidad, el tipo de sustrato y el caudal (Schmidt-Mumm, 1988a; Schmidt-Mumm, 1988b; Arocena y Mazzeo, 1994), también influyen las condiciones topográficas del litoral (Roldan, 1992); así como factores externos como la cantidad y calidad de luz que penetra, el régimen de lluvia, la temperatura y los vientos entre otros. De igual manera, los cambios en el nivel del agua y sus efectos sobre la estabilidad del hábitat y su fisicoquímica repercuten en el establecimiento de la vegetación acuática (Terneus, 2007; Rivera, 2010). Así, el crecimiento de hidrófitas puede variar ampliamente de un año a otro, respondiendo a cambios hidrológico-climáticos de las cuencas de captación y a factores ambientales de los propios ecosistemas acuáticos, reflejándose en los incrementos o disminuciones de las coberturas (Getsinger y Dillon, 1984), por ejemplo, en humedales con régimen temporal, algunas especies pueden permanecer sin agua durante largos períodos de tiempo, hasta la próxima inundación (Mora et al., 2013).


  En Colombia son pocos los estudios sobre macrófitas acuáticas (Montoya y Aguirre, 2009), se puede mencionar el realizado por Schmidt-Mumm (1988) en Cundinamarca; el de Castillo y Forero (1991) quienes comparan la flora acuática acuática de diferentes sistemas lagunares del Meta; Arteaga (1995) estudió las macrófitas litorales en 14 lagos artificiales en municipios de Boyacá y Cundinamarca. En el departamento de Córdoba existe carencia de información sobre la taxonomía y la bioecología de las macrófitas, se han llevado a cabo trabajos con inventarios parciales, como el realizado por el (CIUC, 1985) y Cataño et al. (2008), además Rangel (2010) caracterizó la diversidad biótica de algunas ciénagas de Córdoba como Porro, Arcial, Cintura. El objetivo del presente estudio fue evaluar la variación espacial y temporal de la composición y estructura de las plantas vasculares acuáticas en cuatro ciénagas del complejo cenagoso del bajo teniendo en cuenta los períodos hidrológicos del año.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  El complejo cenagoso del bajo Sinú (CCBS) (Fig. 1), tiene una extensión aproximada de 33,668 Ha, se ubica entre los municipios de Lorica, Purísima, Momil, San Andrés de Sotavento, Ciénaga de Oro, Cotorra y San Pelayo (AMBIETEC, 1997). Es un sistema constituido por una red de caños y leves depresiones o ciénagas, se alimenta por escorrentía superficial de su propia cuenca y por caudales del Sinú y caño Bugre (Correa et al., 2006), dependen de la influencia de la acción inundante del río que periódicamente desborda sobre estos lagos de planos inundables (Montoya y Aguirre, 2009) En este complejo, en época de lluvia durante los meses de junio, julio y octubre se aumenta el nivel de agua y los pobladores solamente se dedican a la pesca, sin embargo en meses de sequía como diciembre, enero y febrero, los terrenos se utilizan para la expansión de la frontera agropecuaria con, cultivos de patilla (Citrullus lanatus L) yuca (Manihot esculenta L) y maíz (Zea mays L).
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  Para determinar la estructura y composición de las plantas vasculares acuáticas del CCBS y teniendo en cuenta que la superficie de las ciénagas fluctúa en relación con los períodos hidrológicos del año; aguas bajas (enero, febrero y marzo) en ascenso (abril, mayo y junio), altas (julio, agosto, septiembre y octubre) y descenso (noviembre, diciembre). (CVS, 2008), el área de estudio se dividió en cuatro sectores (Tabla 1).
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  María Arriba. Ciénaga con niveles de profundidad que oscilan entre 0,5 m en aguas bajas y de 5 m en aguas altas. Conectada por caños como Cotorra y Aguas Prietas


  San Sebastián: Ciénaga más cercana al río Sinú conectada a este por el Caño Aguas Prietas; cuando el CCBS disminuye su volumen, como ocurre después de noviembre, lo hace a través del Caño Aguas Prietas y de la ciénaga del mismo nombre.


  Purísima: Ciénaga que registra niveles de profundidad entre 0,5 y 3 m en relación con los periodos climáticos del año. Una de las características principales de la ciénaga de Purísima es la variación sucesional de las plantas acuáticas durante todo el año (Quirós et al., 2010). Está influenciada hidrográficamente por el caño de Aguas Prietas y por pequeños arroyuelos


  Momil: Ciénaga conformada por dos espejos de agua llamados Playón de Momil con un área de 3,04 km2, que en época de estiaje se desconecta del complejo cenagoso mediante un dique artificial, y Pantano de Momil con 2,81 km2 (Universidad Nacional de Colombia, 2005).


  Los niveles en los cuerpos de agua, tienen un régimen unimodal, con época de recesión en los meses de enero a abril y otra de niveles altos que comienza en mayo, alcanzando su máximo valor en el mes de octubre (Correa et al., 2006).


  Trabajo de campo


  Se realizaron 12 muestreos mensuales en cada una de las ciénagas entre enero y diciembre de 2011, abarcando los periodos hidrológicos del año; se ubicaron cuatro estaciones en el área de estudio, dependiendo de la topografía del litoral, la intervención antrópica y donde era evidente las diferencias en la composición y formas de vida de las plantas vasculares acuáticas (Terneus, 2002; Cataño et al., 2008). En cada estación se extendió una línea de 200 m perpendicular al litoral, de la cual se hicieron tres replicas. Se ubicaron cuadrantes de 1 m2 cada 50 m sobre la línea. La cobertura se determinó con medidas de largo por el ancho de la planta en cm. La frecuencia se medió a lo largo del transecto, en el que se contaron todos los individuos de cada especie que tuvieran contacto con la cuerda. Se empleó el método de intercepción en línea por ser adecuado y relativamente rápido para obtener estimaciones de distribución de las plantas acuáticas en un área geográfica determinada (Canfield, 1941). La mayor parte de las especies, se identificaron en campo a través de sus características fenotípicas, con la ayuda de expertos en el área y claves taxonómicas. Los especímenes que presentaron dificultad de identificación, se depositaron en bolsas plásticas resellables y se trasladaron al Herbario de la Universidad de Córdoba (HUC).


  Fase de laboratorio


  Para la identificación de las especies vegetales se tomaron como base los trabajos de Schmidt-Mumm (1988a), Schmidt-Mumm (1988b), Schmidt-Mumm (1992), Crow (1993), Velásquez (1994) y Lot et al. (1999).


  Análisis de los datos


  Con los datos obtenidos en campo se construyeron matrices, con las cuales se calcularon las abundancias y frecuencias de las especies. Se realizó un análisis estadístico descriptivo que comprendió la media, la desviación estándar y el coeficiente de variación. Cuando los datos cumplieron los supuesto de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) se hizo un análisis de varianza a una vía y cuando no los cumplieron se realizó un contraste de homocedasticidad no paramétrico de Kruskal - Wallis (Guisande et al., 2006). Estas pruebas se realizaron a través de los programas XLSTAT v2011 y STARGRAFIC Centurión 16.1.15 v2011. Se utilizó el programa IBM-SPSS 19.0 para realizar un análisis discriminante (AD) y evidenciar la relación entre las abundancias y la distribución espacial de las especies (Guisande et al., 2006).


  Para establecer los patrones de distribución temporal de las abundancias de las plantas se empleó un análisis de clasificación con base en el índice de similitud de Bray Curtis, mediante la técnica de ligamiento promedio no ponderado (UPGMA). Las especies que más contribuyeron a la similaridad se detectaron con el análisis porcentual de similitud mediante la rutina Simper del programa PRIMER v6® (Clarke y Gorley, 2005).


  Mediante el software Ecosim versión 7.72 (Gotelli y Entsminger, 2009), se realizó un análisis de modelo nulo de co-ocurrencia de especies (Gotelli y Entsminger, 2003), teniendo en cuenta la matriz de presencia-ausencia de plantas acuáticas en cada sitio de muestreo a través del índice C-score (Stone y Roberts, 1990). Considerando tres simulaciones, (1) modelo fijo/fijo, que preserva los datos de las filas (especies) y columnas (sitios) de la matriz, un segundo modelo (2) fijo/equiprobable (SIM 4), que mantiene fijas las filas considerando equiprobables las columnas, y un tercer modelo (3) fijo/proporcional (SIM 9), donde se mantiene constante la ocurrencia total de especies, y la probabilidad de ocurrencia de una especie determinada en un sitio (columna) es proporcional al total de columnas de la muestra (Gotelli, 2000; Urrutia et al., 2012).


  RESULTADOS


  Composición y abundancia de plantas vasculares acuáticas del complejo cenagoso del Bajo Sinú


  En el período de estudio se registraron 39659 individuos distribuidos en 24 familias, 30 géneros y 35 especies. La mayor abundancia de plantas se presentó en Momil con 18582 individuos, seguida de Purísima con 11829 y la menor en San Sebastián (3729 individuos) (Tabla 2).
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  La familia Lemnaceae presentó la mayor abundancia porcentual con el 31,2 % correspondiente a 12409 individuos, seguida de la familia Poaceae con el 13,0 % y 4997 especímenes. Marantaceae fue la familia de menor abundancia con el 2,34 %. El resto de familias contaron con abundancias inferiores al 2 % (Fig. 2A). En cuanto a las especies, la mayor abundancia relativa fue Lemna minor L con el 31,9 % formando agremiaciones con otras especies flotantes como Salvinia auriculata Aubl, la cual resultó ser la segunda especie más abundante (12,4 %), y Eichhornia crassipes (Mart.) Solms que mostró una representación del 8,2 %, cabe destacar que esta última se reportó en todos los meses de muestreo. En contraste, Thalia geniculata L presentó baja abundancia (2,95 %) (Fig. 2B). Es de anotar que en el CCBS esta especie forma asociaciones con Hymenachne amplexicaulis (Rudge) Nees y Paspalum repens Berg, las cuales mostraron una abundancia porcentual de 5,75 y 4,29 % respectivamente.
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  Variaciones temporales


  Las mayores abundancias totales promedios se obtuvieron en junio (394, individuos.), mayo (289,79 individuos), septiembre (279, individuos) y octubre (272,7 individuos), meses con predominio de lluvias. Las menores abundancias se registraron en febrero y abril con 89,09 y 115,30 individuos respectivamente, meses en los que se presentaron menores precipitaciones (CVS, 2008).


  Los resultados por períodos hidrológicos muestran que la mayor abundancia de especies se presentó en las fases de aguas en ascenso (272,75 individuos) y aguas altas (223,69 individuos) (Fig. 3A-3B), lo cual demuestra la influencia del régimen de inundación sobre la variación espacio-temporal de la cantidad de plantas acuáticas.
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  El análisis de varianza (ANOVA) indica que no existen diferencias estadísticas significativas entre la abundancia de especies y la temporalidad (F = 1,04; GL = 11; p = 0,083), sin embargo al comparar las medias obtenidas de la abundancia total promedio de las macrófitas con respecto a los meses mediante la prueba de rango múltiple, se formaron tres grupos homogéneos. El primero corresponde a diciembre, enero y febrero; hel segundo a agosto, noviembre, marzo, abril, septiembre, julio, octubre y mayo y el tercero a junio. Este último se separó debido al incremento en la abundancia de plantas (8456), que al parecer estuvo influenciado por el aumento en las lluvias. En dicho mes predominaron las plantas flotantes como L. minor (6000) y E. crassipes (474).


  El dendrograma de similaridad (Fig. 4) a nivel temporal mostró la formación de cuatro grupos, el primero conformado por los meses de octubre, septiembre y julio, con un nivel de afinidad del 51,01 %. En un segundo grupo estuvieron diciembre, noviembre y enero, con un porcentaje de 52,73 %; a medida que se van retirando las aguas durante este período (aguas en descenso) comienzan a aparecer especies vegetales propias de dicha epoca. Ademas, se desarrollaron plantas de hábitat acuáticos que necesitan de la sequia para iniciar su periodo vegetativo. Las especies reportadas para esta época fueron Solanum hirtum en mayor abundancia, E. crassipes, Eichhornia azurea, T. geniculata, Ludwigia peploides, Heliotropium indicum, Euphorbia hypericifolia, Euphorbia sp., Mimosa pigra, Cyperus rotundus, Echinochloa colonum y Cleome spinosa. En esta época, la diversidad fue baja, lo cual pudo deberse en parte a que se formaron extensos playones que fueron arados para cultivar patilla y maíz. Un tercer grupo correspondió a mayo y junio con un porcentaje de 91,29 %. Tales meses son de incremento de las lluvias y esto incide directamente sobre la abundancia de las plantas que llegaron a 7775 y 8456 individuos respectivamente. Entre las más abundantes estuvieron L. minor, S. auriculata, E. crassipes y Neptunia oleracea. El cuarto grupo reunió los meses de enero, febrero y abril con un 57,09 % de afinidad que correspondió al periodo de aguas en ascenso, en el que empiezan a germinar las semillas de las especies típicas de la época de lluvias en las ciénagas como Lersia hexandra, Ipomoea aquatica, N. oleracea, Ludwigia helminthorrhiza, P. repens y Ceratophyllum echinatum.
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  El análisis discriminante (AD) (Fig. 5) explicó una varianza del 94,9 % en las dos primeras funciones. Mostró la separación de tres grupos, uno constituido por las ciénagas de María Arriba y San Sebastián, el otro, por la ciénaga de Momil y un tercer grupo por la ciénaga de Purísima. Esta segregación podría estar relacionada con la presencia de plantas que sólo se presentan en uno de los sectores de estudio, como por ejemplo Marsilea polycarpa y Najas arguta, halladas únicamente en Purísima. El estadístico Lambda de Wilks indico niveles de probabilidad altamente significativos; en la primera función (X 258,8 = 1 1,651); p = 0,005) y la segunda función (X 236,2 = 7,177); p = 0,061.
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  Los resultados del modelo nulo (Tabla 3) a nivel espacial, indican que en uno de los modelos las asociaciones de especies no son aleatorias, es decir que hay factores reguladores, mientras que en los dos modelos restantes indica que las asociaciones de especies son aleatorias, o sea que no hay factores reguladores.
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  DISCUSIÓN


  Las plantas acuáticas presentan adaptaciones morfológicas y estructurales que les permiten mantenerse en las condiciones cambiantes de las ciénagas, las cuales en su dinámica natural presentan variaciones en el nivel de agua asociada a régimen de precipitación anual. De las 35 especies reportadas solo 14 (40 %) se presentaron en todos los puntos de muestreo, a pesar de que los cuatro sectores considerados, forman parte del mismo complejo y de la poca separación geográfica entre ellas. Estas especies son Pistia stratiotes, Heliotropium indicum, C. echinatum, I. acuática, N. oleracea, L. minor, T. geniculata, Nymphaea ampla, L. helminthorrhiza, H. amplexicaulis, P. repens, E. azurea, E. crassipes, S. auriculata y Solanum hirtum. Algunas de éstas plantas son perennes como: P. stratiotes, H. indicum, N. ampla, H. amplexicaulis y P. repens que poseen la capacidad (o ventaja) de absorber nutrientes por hojas y raíces, suelen desarrollarse en playas y orillas fangosas y, es frecuente observar que algunas cambian de hábito enraizado a un biotipo flotante como E. crassipes y P. stratiotes cuando las aguas suben en época de lluvias (De La Barra, 2003); estas últimas captan los nutrientes del sustrato a través de su sistema radicular y emergen del agua para mantener un intercambio gaseoso con el aire, sin verse afectadas por las corrientes y las fluctuaciones del nivel del agua (Terneus, 2007).


  En el estudio, S. auriculata y E. crassipes, fueron las hidrófitas flotantes más representativas, éstas según Roldán (1992) toman los nutrientes directamente del agua a través de la pared celular o mediante su sistema radicular, por lo que, el mantenimiento de nivel de agua, es fundamental para su supervivencia, sin embargo, E. crassipes, puede enraizarse cuando el nivel de inundación baja favoreciendo su presencia en todos los períodos hidrológicos del año, aunque con relativa disminución en su abundancia durante esta fase seca; S. auriculata, abundante en las ciénagas de estudio, prolifera a temperatura aproximada de 30 °C, luz solar directa y alta cantidad de nutrientes, bajo condiciones ideales, puede duplicar su tamaño cada dos a cinco días en el medio tropical se duplica en promedio cada siete días (Room y Thomas, 1986).


  En las ciénagas del complejo cenagoso del Bajo Sinú, la especie E. crassipes, formó agremiaciones mezcladas con otras plantas flotantes como S. auriculata y P. stratiotes, ésta es oportunista y puede formar grandes "tapetes" homogéneos (Niño y Lot, 1983) que modifican la calidad del agua.


  Los resultados del complejo cenagoso muestran que las mayores abundancias de las especies se presentaron en meses de aguas en ascenso (272,75 individuos) (Fig. 3B) acorde con lo indicado por Wallsten y Forsgren (1989) y Gordon (1998). Estos autores afirman que en humedales de ambientes tropicales la abundancia de las especies aumenta con una relativa disminución de la riqueza durante el período de inundación. Asimismo, Junk y Howar (1984), Neiff (1986), Gopal (1990) señalan que las fluctuaciones de los niveles de agua ocasionan cambios en la diversidad y abundancia de las plantas acuáticas. La variación en el nivel del agua es el factor que influye en mayor medida sobre la riqueza y abundancia de las comunidades vegetales acuáticas (Rial, 2006). Además la sucesión vegetal está relacionada con el aporte de nutrientes proveniente de la descomposición de la materia orgánica y de fertilizantes agrícolas arrastrados por la escorrentía. De acuerdo con Rull (1990), la sucesión de las comunidades de macrófitas acuáticas en los ecosistemas cenagosos responde al patrón de "sucesión modulada" por lo menos durante la fase de llenado, la cual consiste en cambios de dirección en las tendencias sucesiónales a causa de variaciones del ambiente externo que no determinan la sustitución de la hidroserie.


  A medida que se van retirando las aguas durante el período de aguas en descenso, comienzan a aparecer especies vegetales propias de dicha epoca. Además, se desarrollaron plantas de hábitats acuáticos que necesitan de la sequia para iniciar su periodo vegetativo. Las especies reportadas para esta época fueron Solanum hirtum en mayor abundancia, E. crassipes, Eichhornia azurea, T. geniculata, Ludwigia peploides, Heliotropium indicum, Euphorbia hypericifolia, Euphorbia sp., Mimosa pigra, Cyperus rotundus, Echinochloa colonum y Cleome spinosa. En esta época, la diversidad fue baja, lo cual pudo deberse en parte a que se formaron extensos playones que fueron arados por los pobladores.


  En las ciénagas estudiadas, a medida que se va reduciendo el espejo de agua en el período de aguas bajas comienzan a desarrollarse especies vegetales propias de dicha época como Solanum hirtum (en mayor densidad), T. geniculata, Ludwigia peploides, Heliotropium indicum, Euphorbia hypericifolia, además, se desarrollaron plantas de habitats terrestre que inician su período vegetativo en esta época (Cataño et al., 2008) como Euphorbia sp., Mimosa pigra, Cyperus rotundus, E. colonum y Cleome spinosa, las dos últimas con bajas abundancias; especies que aprovechan los nutrientes producto de la descomposición de la vegetación acuática (De La Barra, 2006). Asimismo, Montoya y Aguirre (2009) señalan que se ha identificado la tendencia a la disminución de la cobertura de las plantas hacia la época seca.


  El análisis discriminante evidenció la distribución espacial de las plantas acuáticas vasculares. De esta manera, las ciénagas de María Arriba y San Sebastián que tienen poca separación geográfica, registran especies comunes como L. Helmintorhiza, H. amplexicaulis y Echinochloa polystachya, mientras que la ciénaga de Momil mostró una segregación definida por la presencia de E. colona, P. hydropiperoides y L. peploides. Finalmente, la ciénaga de Purísima se consolidó en un tercer grupo por las especies como M. polycarpa y N. arguta.


  El análisis nulo de co-ocurrencia evidenció que sólo una de las tres simulaciones mostró la existencia de un factor regulador, los patrones observados fueron aleatorios o azarosos. La inexistencia de un factor regulador, podría estar explicando por la existencia de plantas exclusiva en los sectores, por ejemplo C. rotundus y E. colonum que sólo se reportaron en Momil, N. arguta y M. polycarpa, en Purísima y M. sylvestris en San Sebastián; asimismo, se puede afirmar que la heterogeneidad espacial es tal vez uno de los factores que tienen una mayor influencia en la estructura de las comunidades de plantas acuáticas de los ecosistemas estudiados, siendo la topografía, las características del sedimentos y de la masa de agua y los factores antropogénicos, lo que marca la estructura de las agremiaciones en cada sector.


  CONCLUSIONES


  La composición y abundancia de las plantas vasculares acuáticas estuvo influenciada por el régimen hidrológico de 2011. Las especies más abundantes en los periodos de aguas en ascenso (abril, mayo y junio) y aguas altas (julio, agosto, septiembre y octubre) fueron L. minor, E. crassipes, E. azurea, S. auriculata, P. stratiotes, S. hirtum, mientras que, Fuirena squarrosa y T. odoratus fueron abundantes durante el período de aguas bajas (enero, febrero y marzo), indicando que cada especie presenta ciclos reproductivos y se desarrollan eficazmente en una época determinada del año.
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  RESUMEN


  Se presenta el catálogo de la vegetación epifita vascular de un sector del Parque Nacional Natural Paramillo (PNNP) y zona amortiguadora (Córdoba, Colombia). Se realizaron muestreos en un área de 0,1 hectárea, donde se colectaron todas las epífitas vasculares distribuidas en los forófitos que presentaron un DAP > 2,5 cm en cuatro sectores, El Silencio (interior del PNNP), Tuis Tuis, Tuis Tuis Arriba y Alto de Chibogadó (zona amortiguadora), correspondientes al bosque húmedo tropical (Bh-T) en el municipio de Tierralta. Se encontraron 2504 individuos de epífitas vasculares. El catálogo contiene 73 especies distribuidas en 41 géneros y 18 familias. El sector Tuis Tuis presentó el mayor número de especies (33). Las familias mejor representadas corresponden a las Araceae, Bromeliaceae y Orchidaceae, destacándose por mayor número de especies y géneros la familia Orchidaceae (20/15). Los géneros más diversos fueron Anthurium con ocho especies, Guzmania seis, Tillandsia y Aechmea con cinco cada uno. Los helechos reúnen solo el 6 % de la flora epifita. Se reportan nuevos registros de especies para el departamento de Córdoba (39), ampliando el rango de distribución de este grupo de plantas en el país.


  Palabras clave: Córdoba, epífitas vasculares, región Caribe.

  


  ABSTRACT


  The catalogue of the vascular epiphyte vegetation of Silencio sector (Paramillo National Natural Park) and buffer zone (Córdoba) is showed. Sampling was conducted in an area of0,1 ha, collecting all vascular epiphytes distributed in phorophytes with a DAP> 2,5 cm, in four sectors. Collections were performed in the Silencio sectors (PNNP), Tuis Tuis, Tuis Tuis Arriba and Alto Chibogadó (buffer zone) of the tropical rain forest (Bh -T) in Tierralta town. 2504 individuals were recorded as vascular epiphytes. The catalog includes 73 species in 41 genera and 18 families. The sector Tuis Tuis showed the greatest representation of species (33). The families with the highest representation corresponds to Araceae, Bromeliaceae and Orchidaceae families. The Orchidaceae family had the highest diversity with 20 species and 15 genera. The most diverse genera were Anthurium with eight species, Guzmania with six species and Aechmea and Tillandsia with five species each one. Ferns are presented only in 6 % of the epiphytic plants. 39 new species records for the department of Córdoba-Colombia are reported, extending the range of distribution of this group of plants in the country.


  Keywords: Caribbean region, Córdoba, vascular epiphytes.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las epífitas son un elemento importante de los bosques tropicales debido a su diversidad, abundancia y a su papel en el funcionamiento del ecosistema, son fuente importante de alimento y hábitat para muchos animales que en su mayoría las polinizan y dispersan sus semillas (Zotz y Andrade, 2002).


  Los bosques húmedos tropicales situados en el neotrópico son los más ricos en especies de epífitas y su mayor diversificación se encuentra hacia el nor-occidente de Sudamérica y el sur de Centroamérica. representan aproximadamente el 9 % de las plantas vasculares, con 27,614 especies distribuidas en 913 géneros y 73 familias (Zotz, 2013).


  El Parque Nacional Natural Paramillo (PNNP), con jurisdicción en los departamentos de Córdoba y Antioquia (Colombia), hace parte del cinturón de bosque húmedo tropical, que se extiende desde el Ecuador hasta el noroccidente colombiano, denominado Chocó Biogeográfico (Mejía et al., 2008). Es una de las estrellas fluviales más importantes de Colombia y para el departamento de Córdoba, constituye una unidad de conservación de carácter nacional y local por razones relacionadas con su biodiversidad, siendo el bosque húmedo tropical un ecosistema clave en la conservación del PNNP (Martínez et al., 2005), en el cual, la función de las epífitas es fundamental para mantener y promover la diversidad de otros organismos (Acuña, 2012). En esta área protegida no se han realizado estudios en epífitas vasculares, la información existente se relaciona con estudios realizados para la región Caribe colombiana a través de la publicación de catálogos o listados de angiospermas y gimnospermas (Rivera, 2010; Estupiñán et al., 2011; Rivera y Rangel, 2012; Rangel et al., 2012), de helechos y lycófitos (Murillo etal, 2012).


  Se presenta este catálogo, el cual está dedicado al conocimiento de la diversidad de la flora epifita vascular de los sectores El Silencio (interior del PNNP), Tuis Tuis, Tuis Tuis Arriba y Alto de Chibogadó (zona amortiguadora) del departamento de Córdoba, correspondientes a zonas de bosque húmedo tropical (Bh-T). Se recopilan datos corologicos para 39 especies.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  Parque Nacional Natural Paramillo (PNNP)


  El Parque Nacional Natural Paramillo forma parte de las 58 áreas protegidas que componen el Sistema de Parques Nacionales Naturales de Colombia. Se encuentra localizado al extremo norte de la Cordillera Occidental, formando parte de las serranías de Abibe, San Jerónimo y Ayapel en jurisdicción de los departamentos de Córdoba y Antioquia-Colombia (Mejía et al., 2008), posee una extensión de 494294 hectáreas, contiene pisos altitudinales que van desde los 100 m s.n.m. (temperatura de 27 °C), hasta los 3960 m s.n.m. en el páramo (temperatura de 3 °C), la precipitación media anual sobrepasa los 2400 mm y una humedad relativa promedio anual de 84,6 % (Mejia, et al., 2008).


  El muestreo se realizó en el sector noroeste del PNN Paramillo y en tres sectores de la zona amortiguadora, correspondientes al bosque húmedo tropical en el municipio de Tierralta - Córdoba (Fig. 1).
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  Sector El Silencio


  Localizado al interior del PNN Paramillo, al nor-oriente de Tierralta (7°57'37,3'' N-76°05'04,5'' W), con elevaciones de 706-976 m s.n.m., temperatura promedio de 27 °C y humedad relativa promedio de 87,3 %. Representa un área poco intervenida, dominada por robledales de Quercus humboldtii Bonpl. (Fagaceae), corresponde al bosque primario (Mejía, 2007), con un dosel cerrado.


  Sector Tuis Tuis


  Localizado al nor-oriente del municipio de Tierralta (8°2'26,5'' N-76°05'49,8'' W), con elevaciones de 92 -152 m s.n.m., temperatura promedio de 30,14 °C y humedad relativa promedio de 77,8 %, presenta un dosel moderadamente cerrado y cursos de aguas.


  Sector Tuis Tuis Arriba


  Localizado al nor-oriente de Tierralta (8°2'30,9'' N-76°04'46,2" W), con elevaciones de 83 -245 m s.n.m., temperatura promedio de 33,06 °C y humedad relativa promedio de 69.25 %.


  Sector Alto de Chibogadó


  Se localiza en el nor-occidente de Tierralta (7°58'58,3'' N-76°10'47,8'' W), con elevaciones de 142 - 472 m s.n.m., temperatura promedio de 31,23 °C y humedad relativa promedio de 73,52 %. Se encuentra rodeado por el embalse de Urrá I.


  Fase de campo y laboratorio


  Se realizaron salidas de campo entre los años 2009 a 2011. Los muestreos se realizaron siguiendo la metodología de Inventario Rápido (Gentry, 1995) y algunas modificaciones propuestas por Franco-Rosselli et al. (1997), en cada sector se estableció un área de 0,1 hectárea, dividida en cinco transectos de 4 x 50 m y se registraron las especies de epífitas vasculares y el número de individuos presentes en los forófitos que presentaron un DAP > 2,5 cm (Synnott, 1991), utilizando técnicas de ascenso al dosel de una sola cuerda y cortaramas.


  El material colectado fue depositado en el herbario de la Universidad de Córdoba (HUC), donde se procesaron siguiendo técnicas convencionales de herborización para su conservación. El material fue determinado en el herbario Jardín Botánico Joaquín Antonio Uribe (JAUM) y en el herbario de la Universidad Nacional de Colombia (COL), utilizando las claves taxonómicas de Cronquist (1981)y Gentry (1993). Se contó con la colaboración de los especialistas Julio Betancur (Bromeliaceae), Jorge Wolff (Orchidaceae), Felipe Cardona (Araceae), Álvaro Cogollo y Norberto López.


  En el catálogo, las especies fueron organizadas en tres grupos: helechos, monocotiledóneas y dicotiledóneas; para cada uno se presenta en orden alfabético las familias, los géneros y dentro de estos las especies. La información correspondiente a la familia, nombre científico, autor (es) y sinónimos de las especies, se actualizó de acuerdo al sistema de clasificación APG III (2009) y las bases de datos The Plant List (www.theplantlist.org), The Internacional Plant Names Index (www.ipni.org) y W3-Tropicos (www.tropicos.org).


  RESULTADOS


  Diversidad de epífitas


  Se registró un total de 73 especies de epífitas vasculares en los sectores, El Silencio (PNNP), Tuis Tuis, Tuis Tuis Arriba y Alto de Chibogadó (zona amortiguadora) del departamento de Córdoba, distribuidas en 41 géneros y 18 familias (Tabla 1). Las angiospermas están representadas por un total de 69 especies (94 %), incluyendo principalmente las familias Araceae Juss., Bromeliaceae Juss. y Orchidaceae Juss. destacándose por mayor número de especies y géneros la familia Orchidaceae (20/15), seguida de Bromeliaceae y Araceae que presentaron cuatro géneros y 17 especies cada una. Anthurium Schott (Araceae) presentó el mayor número de especies (8), seguido de Guzmania Ruiz & Pav. (6), Tillandsia L. y Aechmea Ruiz & Pav. con cinco especies cada uno (Bromeliaceae). Los helechos constituyen el 6%dela flora epifita para las localidades estudiadas, representados por cuatro especies distribuidas en tres familias, Polypodiaceae J. Presl & C. Presl, Pteridaceae E.D.M. Kirchn. y Dryopteridaceae Herter.
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  Diversidad de epífitas en los sectores Sector Tuis Tuis


  Se encontraron 34 especies distribuidas en 21 géneros y nueve familias, la mayor diversidad se presentó en las familias Bromeliaceae y Orchidaceae. Se registran 13 especies exclusivas para este sector (Tabla 1).


  Sector Tuis Tuis Arriba


  Se registraron 16 especies (siete familias, 16 géneros). La familia Orchidaceae presentó el mayor número de especies. En este sector son propias las especies Evodianthus funifer (Poit.) Lindm., Rudolfiella floribunda (Schltr.) Hoehne y Sobralia macrophylla Rchb. f.


  Sector El Silencio


  Se registraron un total de 30 especies (11 familias y 17 géneros), en este sector, la familia Araceae presentó la mayor diversidad. Se registran 13 especies exclusivas para este sector (Tabla 1).


  Sector Alto de Chibogadó


  Se registraron 18 especies (siete familias, 15 géneros), la mayor diversidad se presentó en las familias Bromeliaceae y Orchidaceae. Para este sector, las especies Monstera spruceana (Schott) Engl., Catasetum viridiflavum Hook. y Nidema ottonis (Rchb. f.) Britton & Millsp. se registraron como exclusivas (Tabla 1).


  Nuevos registros de especies


  De acuerdo a los estudios de flora que presentan información sobre la distribución de epífitas para Córdoba (Rivera, 2010; Estupiñán et al., 2011; Rivera y Rangel, 2012; Rangel et al., 2012; Murillo et al., 2012) y la revisión de base de datos en línea (herbario virtual del Instituto de Ciencias Naturales - Universidad Nacional de Colombia; herbario virtual COAH), en este catálogo se presentan 39 registros nuevos de especies de epífitas vasculares para este departamento, correspondientes a nueve familias y 26 géneros, siendo Orchidaceae con 12 géneros y 16 especies la familia con mayor número de nuevos registros (Tabla 1).


  Con respecto al grado de amenaza que enfrentan las epífitas, seis especies son incluidas en categoria LC (Preocupación Menor) Aechmea pubescens Baker, Tillandsia variabilis Schltdl., Aechmea germinyana (Carrière) Baker, Guzmania scherzeriana Mez, Guzmania sprucei (André) L.B. Sm. y Rodriguezia lanceolata Ruiz & Pav. (Betancur & García 2006) y 13 especies se encuentran incluidas en el apéndice II de CITES Trichocentrum cebolleta (Jacq.) M.W. Chase & N.H. Williams, Notylia pentachne Rchb. f., Nidema ottonis, Catasetum viridiflavum, Scaphyglottis longicaulis S. Watson, Sobralia macrophylla, Rudolfiella floribunda, Oncidium auriferum Rchb. f., Notylia barkeri Lindl., Epidendrum nocturnum Jacq., Epidendrum difforme Jacq., Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth. y Catasetum bicolor Klotzsch.


  Abundancia de epífitas


  Se encontraron 2504 individuos de epífitas vasculares. El sector Tuis Tuis reunió 1145 individuos, representando la mayor abundancia, seguida del sector Tuis Tuis Arriba con 752 individuos, los sectores Alto de Chibogadó y El Silencio presentaron la menor abundancia de epífitas con 332 y 275 individuos respectivamente (Tabla 1). Dentro de las angiospermas las especies de mayor abundancia fueron Tillandsia longifolia Baker (374), Dimerandra emarginata (G. Mey.) Hoehne (211), Codonanthe crassifolia (H. Focke) C.V. Morton (205), Tillandsia bulbosa Hook. (186), Anthurium friedrichsthalii Schott (145) y Epidendrum nocturnum (100); dentro de los helechos, Radiovittaria stipitata (Kunze) E.H. Crane fue la especie de mayor abundancia (34 indivuduos).


  DISCUSIÓN


  Diversidad de epífitas


  Los resultados en términos de diversidad de este trabajo se ajustan a los obtenidos por Alzate et al., (2001), donde se registraron 14 familias, 32 géneros y 64 especies epífitas (2320 individuos), para fragmentos de un bosque montano de Colombia. En Colombia la alta diversidad de especies de orquídeas ha sido resaltada por Rangel (2005), en el presente trabajo la familia Orchidaceae reúne el mayor número de especies (Tabla 1), resultados comparables con los trabajos realizados por Arévalo y Betancur (2004) y Linares (1999) al estudiar la diversidad de epífitas vasculares en bosques tropicales colombianos.


  Los géneros Anthurium (Araceae), Guzmania, Tillandsia y Aechmea (Bromeliaceae) registrados como los más abundantes en los sectores de estudio, coinciden con los descritos por Betancur y Jaramillo (1998) al reportar estos géneros como los más diversos para los Andes del sur de Colombia.


  Las familias Polypodiaceae, Pteridaceae y Dryopteridaceae representadas en las localidades estudiadas, corresponden a las descritas por Murillo et al. (2012) como las familias de helechos más diversas para el Caribe colombiano.


  Novedades corológicas


  Se registran por primera vez 39 especies epífitas para el departamento de Córdoba, dos de ellas constituyen el segundo registro para Colombia, Anthurium acanthospadix Croat & Oberle, un elemento endémico para el país, se colectó a una altura menor (706 m s.n.m.) de acuerdo a las colecciones citadas para el Parque Nacional Natural Las Orquideas, en el municipio de Urrao (Antioquia), con alturas entre 1000-1500 m s.n.m. y Nidema ottonis ha sido registrada sólo para el municipio de Antioquia; para Laelia undulata (Lindl.) L.O. Williams y Catasetum viridiflavum no se conoce con exactitud su distribución en el país (www.tropicos.org), Trichocentrum cebolleta sólo ha sido reportada para los departamentos de Cundinamarca y Arauca.


  Diversidad y abundancia de epífitas


  Los sectores Tuis Tuis y El Silencio presentaron el mayor número de especies epífitas (Tabla 2), debido a las condiciones climáticas propias de las localidades y al estado de conservación del bosque, mientras que los sectores Tuis Tuis Arriba y Alto de Chibogadó presentaron la menor diversidad, debido probablemente a la intervención antrópica del lugar, en el sector Alto de Chibogadó, el establecimiento del embalse Urrá I probablemente alteró la estructura y dinámica del bosque, afectando las poblaciones de la comunidad epifita vascular por ser uno de los grupos más susceptibles a la fragmentación y perturbación (Zhu et al., 2004).
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  Las familias más abundantes fueron Bromeliaceae y Orchidaceae, resultados también obtenidos por Linares (1999), Serna (1992) y Sugden & Robins (1979) en trabajos de epífitas realizados para localidades de bosque húmedo en Colombia.


  CATÁLOGO DE EPÍFITAS VASCULARES DEL SECTOR EL SILENCIO Y ZONA AMORTIGUADORA DE CÓRDOBA; COLOMBIA HELECHOS


  DRYOPTERIDACEAE Herter


  Elaphoglossum Schott ex J. Sm.


  E. discolor (Kuhn) C. Chr.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 03.


  POLYPODIACEAE J. Presl & C. Presl.


  Campyloneurum C. Presl.


  Campyloneurum sp.


  Epífita sobre Persea americana.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 245 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 33.


  Niphidium J. Sm.


  N.crassifolium (L.) Lellinger.


  Epífita sobre Jacaranda sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 124 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 34.


  PTERIDACEAE E.D.M. Kirchn.


  Radiovittaria (Benedict) E.H. Crane.


  R. stipitata (Kunze) E.H. Crane.


  Epífita que crece sobre Cecropia peltata, Crescentia cujete y Cordia sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 2 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz50; sector Alto de Chibogadó, 148 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 54; sector Tuis Tuis Arriba, 142 m s.n.m. 5 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 72.


  MONOCOTILEDONEAS


  ARACEAE Juss.


  Anthurium Schott.


  A. acanthospadix Croat & Oberle.


  Epifita sobre Simira tinctoria.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 706 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 25.


  A. baudoense Croat.


  Nombre sin resolver. (The Plant List, 2015).


  Epifita sobre Quercus humboldtii. Espádice blanca.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 04.


  A. friedrichsthalii Schott.


  Epífita que crece sobre Apeiba glabra, Cordia bicolor, Cocos nucifera y Oxandralongipetala. Inflorescencia con bráctea rosada, pedúnculo con puntos rojos y amarillos, espiga blanca.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 90 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 44; sector Alto de Chibogadó, 155 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 55; sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 73; PNNP, sector El Silencio, 718 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 26.


  A. guayaquilense Engl.


  Epifita sobre Quercus humboldtii. Espádice color crema.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 05.


  A. obtusum (Engl.) Grayum.


  Epífita sobre Tabebuia rosea. Hojas con puntos negros por el envés. Inflorescencia con bráctea blanca y espiga morada con puntos verdes.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 96 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 45.


  Anthurium sp. 1.


  Epífita sobre Apeiba glabra.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 90 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R.Ruiz 35.


  Anthurium sp. 2.


  Epífita sobre Palicourea sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 718 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 27.


  Anthurium sp. 3.


  Epífita sobre Inga sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 06.


  Monstera Adans.


  M. spruceana (Schott) Engl.


  Epífita sobre Spondias mombin. Hojas verdes con tonalidades blancas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 145 m s.n.m. 20 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 66.


  Monstera sp. 1.


  Epifita sobre Miconia minutiflora.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 706 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 28.


  Monstera sp. 2.


  Epifita sobre Oxandra longipetala.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 718 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 29.


  Philodendron Schott.


  P. heleniae Croat.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 07.


  Philodendron sp. 1.


  Epifita sobre Inga sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 706 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 30.


  Philodendron sp. 2.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 08.


  Philodendron sp. 3.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 09.


  Stenospermation Schott.


  Stenospermation sp. 1.


  Epifita que crece sobre Quercus humboldtii y Pentaclethra sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov, 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 10; sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 74.


  Stenospermation sp. 2


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov, 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 11 .


  BROMELIACEAE Juss.


  Aechmea Ruiz & Pav.


  A. dactylina Baker.


  Epífita que crece sobre Anacardium excelsum y Manilkara zapota. Inflorescencia con brácteas rojas y verdes, pubescencia blanca.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 90 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 93; sector Alto de Chibogadó, 158 m s.n.m. 19 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 62.


  A. germinyana (Carrière) Baker.


  Epifita sobre Quercus humboldtii. Inflorescencia con brácteas rojas, pétalos rosado claro-blanco.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 12.


  A. pubescens Baker.


  Epifita sobre Ficus elastica. Inflorescencia con brácteas rojas, pétalos morados, pubescencia blanca.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 124 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R.Ruiz 36.


  A. tillandsioides (Mart. ex Schult. & Schult. f.) Baker.


  Epífita que crece sobre Syzygium jambos y Anacardium excelsum. Hojas amarillo claro en la base, franja morada en el centro; brácteas rojizas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, 98 m s.n.m. 6 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 76; sector Tuis Tuis, 90 m s.n.m. 2 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 51 .


  Aechmea sp. 1.


  Epífita sobre Cedrela odorata. Hojas moradas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 119 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 37.


  Guzmania Ruiz & Pav.


  G. lingulata (L.) Mez.


  Epífita que crece sobre Quercus humboldtii y Crescentia cujete. Inflorescencia amarillo-naranja.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 154 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 56; PNNP, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 13.


  G. scherzeriana Mez.


  Epifita sobre Quercus humboldtii. Inflorescencia con brácteas rojas; fruto capsula café con tonalidades amarillas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 930 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 14.


  G. sprucei (André) L.B. Sm.


  Epifita que crece sobre Inga sp. y Quercus humboldtii. Hojas de base morada; inflorescencia con brácteas rojas y amarillas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 717 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 31 .


  Guzmania sp. 1.


  Epífita sobre Tabebuia rosea. Hojas coriáceas. Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 103 m s.n.m. 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 87.


  Guzmania sp. 2.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 15.


  Guzmania sp. 3.


  Epífita sobre Manilkara zapota.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 113 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 94.


  Tillandsia L.


  T. balbisiana Schult.f.


  Epífita que crece sobre Guazuma ulmifolia y Alseis sp. Hojas con tonalidades moradas; inflorescencia rosado claro.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz46; vereda Alto Chidogadó, 157 m s.n.m. 20 ene 2011, C. Esquivel A. Salgado 67.


  T. bulbosa Hook.


  Epífita que crece sobre Schefflera morototoni y Guazuma ulmifolia. Inflorescencia roja.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 138 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 38; sector Tuis Tuis, 138 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 47.


  T. longifolia Baker.


  Epífita que crece sobre Inga edulis, Manilkara zapota y Ficus insipida. Inflorescencia con brácteas primarias verdes, pétalos color violeta.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 158 m s.n.m. 19 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 63; sector Tuis Tuis, 138 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 39; sector Tuis Tuis Arriba, 95 m s.n.m. 4 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 71 .


  T. spiculosa Griseb.


  Epífita que crece sobre Ficus elástica y Citrus maxima. Hojas con puntos color marrón.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 124 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 40; sector Alto de Chibogadó, 142 m s.n.m. 20 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 68.


  T. variabilis Schltdl.


  Epífita sobre Alseis sp. Inflorescencia verde con puntos rojos, bráctea rosada.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 48.


  Vriesea Lindl.


  V. sanguinolenta Cogn. & Marchal.


  Epífita sobre Apeiba glabra. Inflorescencia erecta de 60 cm, brácteas verdes.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 90 m s.n.m. 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 88.


  CYCLANTHACEAE Poit. ex A. Rich.


  Evodianthus Oerst.


  E. funifer (Poit.) Lindm.


  Epifita sobre Pentaclethra sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 75.


  ORCHIDACEAE Juss.


  Brassavola R. Br.


  B. nodosa (L.) Lindl.


  Epífita sobre Alseis sp. Flores blancas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 1 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 49.


  Catasetum Rich. ex Kunth.


  C. bicolor Klotzsch.


  Epífita sobre Cordia bicolor.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 95.


  C. macrocarpum Rich. ex Kunth.


  Epífita sobre Ficus americana. Inflorescencia amarilla. Fruto gris oscuro.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 91 m s.n.m. 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 89.


  C. viridiflavum Hook.


  Epífita sobre Cocos nucifera. Fruto gris.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 157 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 57.


  Dimerandra Schltr.


  D. emarginata (G. Mey.) Hoehne.


  Epífita que crece sobre Spondias mombin y Ficus insipida.


  Flor rosada, punto blanco en el labelo.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 145 m s.n.m. 20 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 69, sector Tuis Tuis Arriba, 95 m s.n.m. 4 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 79.


  Epidendrum L.


  E. difforme Jacq.


  Epífita sobre Cordia bicolor. Pecíolo amarillo.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 96.


  E. nocturnum Jacq.


  Epífita sobre Cordia bicolor. Hojas moradas. Flor de corola blanca y sépalos verdes.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 97.


  Epidendrum sp.


  Epifita sobre Albizia guachapele. Hojas e inflorescencias moradas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 82.


  Laelia Lindl.


  L. undulata (Lindl.) L.O. Williams.


  Epífita que crece sobre Astronium graveolens, Manilkara zapota y Luehea seemannii. Tallo modificado en un pseudobulbo desarrollando una o dos hojas coriáceas. Inflorescencia color púrpura.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 98 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 41 ; sector Alto de Chibogadó, 472 m s.n.m. 19 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 64; sector Tuis Tuis Arriba, 106 m s.n.m. 6 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 85.


  Maxillaria Ruiz & Pav.


  Maxillaria sp.


  Epifita sobre Quercus humboldtii. Hojas moradas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNNP, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 16.


  Nidema Britton & Millsp.


  N. ottonis (Rchb. f.) Britton & Millsp.


  Epífita sobre Manilkara zapota. Presenta un pseudobulbo con una sola hoja. Inflorescencia que se eleva desde el ápice de una nueva formación de pseudobulbo.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 472 m s.n.m. 19 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 65.


  Notylia Lindl.


  N. barkeri Lindl.


  Epífita sobre Manilkara zapota.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, C. Esquivel & A. Salgado s.n N. pentachne Rchb. f.


  Epífita que crece sobre Ficus elástica y Crescentia cujete. Inflorescencia verde claro.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 154 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 58; sector Tuis Tuis, 124 m s.n.m. 30 nov 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 42; sector Tuis Tuis Arriba, 110 m s.n.m. 4 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado, 80.


  Oncidium Sw.


  O. auriferum Rchb. f.


  Epífita sobre Tabebuia rosea.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 103 m s.n.m. 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 90. Prosthechea Knowles & Westc.


  Prosthechea sp.


  Epífita sobre Cordia bicolor.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 84 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 98.


  Rodriguezia Ruiz & Pav.


  R. lanceolata Ruiz & Pav.


  Epífita sobre Tabebuia rosea. Inflorescencia rosada.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 96 m s.n.m., 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 91 ; sector Tuis Tuis Arriba, 98 m s.n.m. 6 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 86.


  Rudolfiella Hoehne.


  R. floribunda (Schltr.) Hoehne.


  Epifita sobre Albizia guachapele.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 83.


  Scaphyglottis Poepp. & Endl.


  S. longicaulis S. Watson Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 17.


  Sobralia Ruiz & Pav.


  S. macrophylla Rchb. f.


  Epifita sobre Pentaclethra sp. Inflorescencia verde.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis Arriba, 152 m s.n.m. 5 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 84.


  Trichocentrum Poepp. & Endl.


  T. cebolleta (Jacq.) M.W. Chase & N.H. Williams.


  Epífita que crece sobre Anacardium excelsum y Crescentia cujete. Inflorescencia amarilla.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 154 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 59; sector Tuis Tuis, 83 m s.n.m. 2 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 99; sector Tuis Tuis Arriba, 95 m s.n.m. 4 abr 2011, C. Esquivel & A. Salgado 81.


  DICOTILEDONEAS


  BEGONIACEAE C. Agardh.


  Begonia L. B. urticae L.f.


  Epifita sobre Chrysochlamys sp.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 706 m s.n.m. 27 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 32.


  BIGNONIACEAE Juss.


  Schlegelia Miq.


  Schlegelia sp.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 18.


  CACTACEAE Juss.


  Pseudorhipsalis Britton & Rose.


  P. amazonica (K. Schum.) Ralf Bauer.


  Epífita que crece sobre Zanthoxylum caribaeum y Vismia macrophylla.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 126 m s.n.m. 2 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 52; sector Tuis Tuis Arriba, 106 m s.n.m. 6 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 77.


  CLUSIACEAE Lindl.


  Chrysochlamys Poepp.


  Chrysochlamys sp.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 19.


  ERICACEAE Juss.


  Psammisia Klotzsch.


  Psammisia sp.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 20.


  GESNERIACEAE Rich. & Juss.


  Codonanthe (Mart.) Hanst.


  C. crassifolia (H. Focke) C.V. Morton.


  Epífita que crece sobre Guazuma ulmifolia y Alseis sp. Pecíolos morados.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 92 m s.n.m. 2 dic 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 53; sector Alto de Chibogadó, 157 m s.n.m. 20 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 70; sector Tuis Tuis Arriba, 107 m s.n.m. 6 mar 2011, C. Esquivel & A. Salgado 78.


  Columnea L.


  C. tenella L.P. Kvist & L.E. Skog Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 976 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 21 .


  Paradrymonia Hanst.


  P. darienensis (Seem.) Wiehler.


  Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 22.


  LORANTHACEAE Juss.


  Oryctanthus (Griseb.) Eichler O. occidentalis (L.) Eichler.


  Epífita sobre Zanthoxylumriedelianum. Inflorescencias axilares. Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 94 m s.n.m. 1 dic 2011, C. Esquivel & A. Salgado 92.


  MELASTOMATACEAE Juss.


  Monolena Triana ex Benth. & Hook. f.


  M. primuliflora Hook. f. Epifita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNN Paramillo, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab 23.


  MORACEAE Gaudich.


  Ficus L.


  Ficus sp.


  Epífita sobre Cocos nucifera. Presenta látex.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 149 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 60.


  PIPERACEAE Giseke.


  Peperomia Ruiz & Pav.


  Peperomia sp. 1.


  Epífita sobre Inga edulis.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Tuis Tuis, 138 m s.n.m. 30 nov. 2010, C. Esquivel, A. Salgado & R. Ruiz 43.


  Peperomia sp. 2


  Epífita sobre Quercus humboldtii.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, PNNP, sector El Silencio, 963 m s.n.m. 26 nov. 2009, C. Esquivel, A. Salgado & H. Saab24.


  RUBIACEAE Juss.


  Coprosma J.R. Forst. & G. Forst.


  Coprosma sp.


  Epifita sobre Crescentia cujete. Hojas aromáticas.


  Material de referencia: Córdoba. Tierralta, sector Alto de Chibogadó, 154 m s.n.m. 18 ene 2011, C. Esquivel & A. Salgado 61.


  CONCLUSIONES


  Como resultado del presente trabajo se registraron para un sector del Parque Nacional Natural Paramillo y zona amortiguadora, Tierralta, Córdoba - Colombia, 73 especies de epífitas vasculares distribuidas en 41 géneros y 18 familias, el 94 % de las especies corresponden al grupo de las angiospermas y el 6 % restante a helechos.


  Se elaboró un catálogo, donde se presentan nuevos registros de especies epífitas para el departamento de Córdoba (39), ampliando el rango de distribución de estas especies en el país y nuevo registro altitudinal para Anthurium acanthospadix; dentro de estos nuevos registros, seis especies son incluidas en categoría LC (Preocupación Menor) y 13 especies son citadas en el apéndice II de CITES.


  Se concluye que los sectores con mayor número de especies fueron Tuis Tuis y El Silencio. Las familias Orchidaceae, Bromeliaceae y Araceae presentaron la mayor diversidad; los géneros Anthurium (Araceae), Guzmania, Tillandsia y Aechmea (Bromeliaceae) se registraron como los más abundantes.
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  RESUMEN


  Conociendo las propiedades medicinales de la especie vegetal Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, su crítico estado de conservación, así como las dificultades que presenta para la propagación efectiva, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar su potencial de propagación por los sistemas de regeneración in vitro, organogénesis y embriogénesis somática. Para este propósito, capas delgadas de células (CDCs) de tallos y de hojas, así como segmentos foliares fueron sometidos a diferentes tratamientos con reguladores de crecimiento y condiciones de luz. Además se estableció el efecto de diferentes longitudes de onda vía diodos emisores de luz (LEDs), sobre la regeneración en estos explantes y nudos provenientes de plantas in vitro. Los resultados obtenidos mostraron que los segmentos de hoja y las CDCs de tallo sembrados en el medio de cultivo MS suplementado con las combinaciones de los reguladores de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ formaron embriones somáticos y brotes. Los cortes histológicos realizados corroboraron estos dos tipos de origen. Se encontró que bajo la condición lumínica 16/8, se alcanzaron los mejores resultados de inducción de brotes y embriones. En cuanto al efecto de las diferentes longitudes de onda de luz, se encontró que las correspondientes al rojo, verde y blanca, favorecieron el crecimiento y desarrollo de brotes y la inducción de embriones somáticos. El desarrollo de los brotes a partir de los nudos no presentó diferencias estadísticas entre los tratamientos con LEDs, por lo que se recomienda el uso de la luz blanca continua y con fotoperiodo durante el proceso de multiplicación y desarrollo de éstos.


  Palabras clave: análisis histológico, diodos emisores de luz, embriogénesis somática, organogénesis, reguladores de crecimiento.

  


  ABSTRACT


  Knowing the medicinal properties of the plant specie Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes, its critical condition and the difficulties for its effective propagation, the present study aimed to assess the potential of propagation of P. ipecacuanha by in vitro systems of regeneration, organogenesis and somatic embryogenesis. For this purpose, thin cell layers (TCL) of stems and leaves, as well as leaf segments were subjected to different treatments of plant growth regulators and light conditions. Furthermore, the effect of different wavelengths via light emitting diodes (LED's), was established for the regeneration in these explants and nodal explants from in vitro plants. The results showed that leaf segments and stem TCL, cultured in MS medium supplemented with the combinations of growth regulators IBA + BAP and IBA + TDZ, formed somatic embryos and shoots. The histological sections supported the two types of source. It was found that the best results in shoot induction and embryos were achieved under the light condition 16/8-h light/ dark. Regarding the effect of different wavelengths, it was found that those corresponding to red, green, and white supported the growth and shoot development as well as somatic embryos induction. The shoots development from the nodal explants did not show statistical differences between LEDs treatments, so the use of a continuous white light and photoperiod is recommended during their multiplication and development.


  Keywords: histology, light-emitting diodes, organogenesis, plant growth regulators, somatic embryogenesis.

  


  INTRODUCCIÓN


  Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae) es una especie de gran importancia medicinal a nivel mundial, sus poblaciones naturales se distribuyen en países como Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Brasil y Colombia (Garcia et al., 2005; Ferreira et al., 2012). Esta especie se encuentra en peligro crítico de extinción según los reportes de literatura, aunque no ha sido categorizada por la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) (Garcia et al., 2005; Martins et al., 2009). En Colombia las poblaciones remanentes de esta especie no superan los 20 individuos, excepto un sitio en el Chocó (Titumate), donde se reporta un poco más de 50 individuos (Cardona, com. pers.). Desde principios del siglo XX, la planta se encuentra amenazada por la explotación exagerada a la que fue sometida desde el pasado por su potencial en la medicina tradicional, ya que fue y aún es usada como emético, expectorante, amebicida y diaforético (Souza et al., 2008; Ferreira et al., 2012). Se conoce su uso en el tratamiento de la disentería amebiana causada por Entamoeba histolytica durante casi 50 años. Estas propiedades farmacológicas se deben principalmente a la producción de los alcaloides emetina, cefalina, psicotrina, éter metílico de psicotrina y emetamina (Trease y Evans, 1988). La emetina, es el componente bioactivo que se encuentra en mayor proporción (60-70 %), es extraído de la corteza del rizoma y de las raíces. Actúa inhibiendo la síntesis y actividades de proteínas, del DNA y RNA ribosomales y mitocondriales, ensayos realizados en células de mamífero, levaduras y vegetales (Akinboye y Bakare, 2011). Recientemente se reportó que este alcaloide tiene una actividad antiviral significativa contra el virus del dengue (DENV) (Low et al., 2009).


  La propagación convencional de esta especie se realiza principalmente vía asexual, la propagación por semillas presenta dificultades debido a que pierden fácilmente la viabilidad después de su recolección, su germinación es pobre, el crecimiento es lento y un alto número de plántulas mueren prematuramente en condiciones naturales. Los métodos convencionales aplicados en la domesticación de P. ipecacuanha no han sido del todo exitosos (Hidalgo y Palma, 1993; Palma, 1996). Lo anterior sumado a la explotación exagerada de sus poblaciones naturales, hacen necesario plantear alternativas eficientes para la propagación, reforestación, conservación y uso sostenible de esta especie medicinal.


  Dentro de las técnicas biotecnológicas, el cultivo in vitro ofrece la posibilidad de obtener un alto número de plantas con las mismas características genéticas de la planta madre, aún para aquellas especies difíciles de propagar por métodos convencionales. Además de estas ventajas se tiene el costo económico, ya que la propagación se puede lograr en menor tiempo, en un espacio reducido y con la posibilidad de conservarla por cortos o largos periodos de tiempo.


  La regeneración de plantas in vitro se puede alcanzar vía organogénesis o embriogénesis somática, ambas formas de regeneración pueden lograrse involucrando diferentes explantes, los más utilizados son ápices, nudos, segmentos de hojas, partes florales entre otros. Las capas delgadas de células (CDCs) han sido utilizadas con éxito para la regeneración de Beta vulgaris (remolacha), Brassica napus (canola), Panax ginseng (ginseng), Phaseolus vulgaris (fríjol), Oryza sativa (arroz), Sorghum bicolor (sorgo), Zea mays (maíz), Musa spp. (banano), Citrus spp. (naranja, limón, mandarina), Cocos nucifera (coco), Lycopersicon esculentum (tomate), Manihot esculenta (yuca), Pinus radiata (pino), Pseudotsuga menziesii y Sequoiadendron spp. (coníferas), Rosa spp., entre otras (Nhut et al., 2003a; Nhut et al., 2003b). Entre las ventajas comparativas descritas para este explante se tienen que las células son más sensibles de responder por estar expuestas directamente a los componentes del medio de cultivo, lo que facilita la difusión de nutrientes (Teixeira da Silva et al., 2006; Kumar y Singh, 2009) y de sustancias promotoras del crecimiento, y se elimina el posible efecto negativo de capas de mayor grosor, mayor tamaño del explante. Según Fehér et al. (2003) una mayor superficie de contacto con el medio de cultivo, puede considerarse estresante y así alterar el metabolismo celular.


  En P. ipecacuanha se han empleado técnicas de cultivo de tejidos principalmente para la propagación usando ápices, segmentos nodales y de raíz (Ideda et al., 1988; Jha y Jha, 1989; Yoshimatsu y Shimomura, 1991; Yoshimatsu y Shimomura, 1994). Rout et al. (2000) lograron inducir embriones somáticos indirectos y el desarrollo de vitroplantas a partir de éstos. En este mismo sentido Lara et al. (2003b), reportan la obtención de embriones somáticos y brotes adventicios directos a partir de porciones de hojas. Batistini et al. (2002), reportaron un trabajo preliminar sobre diferentes técnicas de cultivo para la micropropagación de esta especie, incluyendo un sistema de inmersión temporal, y sistemas en medio semisólido y líquido, obteniendo un número bajo de brotes por explante. Naranjo et al. (2014), describen el efecto de la procedencia sobre la respuesta in vitro al proceso embriogénico.


  Para la especie relacionada Psychotria acuminata, Lara et al. (2003a), realizaron la propagación clonal de individuos de cuatro poblaciones de Costa Rica, encontrando muy baja eficiencia en el protocolo de desinfección para diferentes explantes evaluados, cuando el material provenía directamente del campo. Estos autores, describen además, diferencias en los coeficientes de multiplicación para las diferentes poblaciones.


  Actualmente en Colombia no se han realizado estudios sobre Psychotria ipecacuanha en relación a aspectos ecológicos, manejo del cultivo, contenido de metabolitos secundarios, variabilidad genética y apenas se inicia con la propagación in vitro, siendo éste un trabajo pionero en cuanto al uso de capas delgadas de células y el segundo de cultivo in vitro.


  Con el propósito de establecer un protocolo de regeneración in vitro, en este trabajo se evaluó la respuesta organogénica y/o embriogénica de capas delgadas de células (CDCs) de tallos y hojas y segmentos de hoja de P. ipecacuanha, así como el efecto de diferentes longitudes de onda usando diodos emisores de luz.


  MATERIALES Y MÉTODOS Material vegetal


  El material vegetal consistió en plantas in vitro obtenidas de individuos de diferentes poblaciones de P. ipecacuanha del Urabá antioqueño, de acuerdo al Contrato No. 50 de Acceso a Recursos Genéticos sin interés Comercial otorgado por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.


  Propagación in vitro


  Ápices y nudos provenientes de plantas mantenidas en casa malla, fueron desinfectados siguiendo la metodología descrita por Naranjo et al. (2014) y sembrados en el medio de cultivo basal estandarizado previamente para el establecimiento y multiplicación del material stock, compuesto por las sales MS (Murashige y Skoog, 1962) a la mitad de su concentración, suplementado con sacarosa (20 gL-1) y gelrite (Gellan Gum Powder, Phyto Technology Laboratories®) 2,8 gL1, ajustando el pH a 5,8 antes de esterilizar en autoclave a 121 °C y 120 lb de presión por 15 min. El material fue mantenido en condiciones estándar de crecimiento de las plantas in vitro, en un cuarto de crecimiento a 23 ± 1 °C y luz constante de 20 (jmolrrrV. Se realizaron subcultivos cada cuatro semanas.


  Organogénesis y embriogénesis somática


  Para estos ensayos se utilizaron como explantes CDCs de tallos y hoja, y segmentos de hoja de las plantas propagadas in vitro con cinco subcultivos. Para obtener las CDCs se realizaron cortes transversales a los tallos (entrenudos sin incluir el meristemo lateral) y segmentos de hojas jóvenes de tamaños entre 0,5-1,0 mm y entre 0,20,5 mm respectivamente. Los segmentos de hoja, de ca. 0.5 cm2 fueron sembrados con el haz en contacto con el medio de cultivo.


  Para establecer el tratamiento más adecuado para inducir procesos de regeneración vía organogénica y/o embriogénica, se evaluó el efecto de las combinaciones de los reguladores de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ; teniendo en cuenta ensayos preliminares y de acuerdo a lo descrito en la literatura para esta especie y otras relacionadas. Los reguladores fueron adicionados al medio de cultivo compuesto por las sales basales MS suplementado con sacarosa (30 gL-1), mio-inositol (100 mgL-1), glutamina (400 mgL-1), asparagina (100 mgL-1), arginina (100 mgL-1), tiamina (4 mgL-1) y gelrite (2,8 gL-1) (Tabla 1).


  [image: ]


  En este ensayo los cultivos se mantuvieron en cámara climatizada (DIES Climática 480+, Modelo CLL80 PLUS) a 25 ± 2 °C, humedad relativa de 60 % y a una intensidad lumínica entre 20-30 (jmolnvV. Se evaluaron además dos condiciones lumínicas, oscuridad y fotoperiodo 16 horas luz/8 oscuridad. El tamaño de muestra utilizado fue 16 CDCs de tallo, 16 CDCs de hoja y 16 segmentos de hoja por tratamiento, distribuidos en cajas de petri (100 x 15 mm de diámetro) con 4 explantes por caja. El ensayo se realizó por triplicado.


  Sesenta (60) días después de la siembra, se registraron como variables respuesta, la supervivencia (%), el promedio de explantes que respondieron a la formación de brotes y/o embriones y el promedio de embriones y/o brotes por explante. Luego de 4 meses de permanecer bajo las condiciones anteriores, los explantes fueron transferidos al medio de regeneración (MR) seleccionado luego de ensayos preliminares, con el propósito de continuar con el proceso de desarrollo hasta plantas completas. El medio de regeneración utilizado consistió del medio de cultivo descrito en este ensayo suplementado con BAP 0,5 mgL-1.


  Análisis histológico


  Para corroborar el origen embriogénico u organogénico de los brotes obtenidos, se realizaron cortes histológicos de algunos explantes que presentaron respuesta a la formación de brotes y embriones.


  Los explantes seleccionados de los diferentes tratamientos fueron fijados en formol-alcohol-ácido acético (FAA) durante 24 horas. Posteriormente, se cortaron en fragmentos de 1 cm de longitud para ser procesados en una serie de deshidratación de alcoholes y xilol (Ruzin, 1999). Los fragmentos fueron embebidos en parafina (PARAPLAST) durante 12 h a 55 °C. Se obtuvieron secciones longitudinales y transversales con un micrótomo rotatorio (LEICA Model RM2125), en espesores de 3-5 jm.


  Para las descripciones histológicas generales las secciones obtenidas se colorearon con safranina y azul de alcian (Johansen, 1940). Para descripciones adicionales, algunas secciones fueron coloreadas con el reactivo de PAS (reacción de Schiff del ácido periódico) para polisacáridos insolubles, contrastado con Amido black, para proteínas (Yeung y Saxena, 2005).


  Las muestras se examinaron con un microscopio fotónico (Olympus CH30 Co, Ltda) y las fotografías se tomaron con una cámara digital incorporada a un microscopio Nikon Eclipse 80i.


  Efecto de diferentes longitudes de onda sobre el crecimiento y desarrollo de brotes y/o inducción de embriones somáticos


  Para evaluar la respuesta de segmentos nodales, CDCs de tallo y segmentos de hoja a las longitudes de onda correspondientes al azul (450-495 nm), rojo (620-750 nm), verde (495-570 nm) en un equipo de celdas de luz (Dimaq, Colombia), y blanca (420-450 nm) como control correspondiente a la emitida por la cámara climatizada. Los explantes fueron sembrados en el medio de cultivo basal suplementado con las combinaciones de reguladores que tuvieron mayor efecto a la formación de embriones y/o brotes. El medio de cultivo basal y las condiciones de crecimiento se mantuvieron como el ensayo anterior.


  Para las CDCs y segmentos de hoja, el tamaño de muestra incluyó tres cajas de Petri (60 x 15 mm de diámetro) por tratamiento y por LED, cada uno con cuatro CDCs de tallo y cuatro segmentos de hoja. El experimento se realizó por triplicado. Las variables respuesta fueron las mismas registradas en el ensayo anterior y a los 60 días.


  En cuanto a los segmentos nodales de plantas in vitro, éstos tuvieron un tamaño promedio de 2 cm de longitud. El tratamiento control fue luz blanca continua y además se incluyó un control de luz blanca con fotoperiodo. El medio de cultivo utilizado en este caso fue el medio de multiplicación descrito inicialmente. Los cultivos fueron mantenidos bajo las mismas condiciones ambientales descritas en el ensayo anterior. El tamaño de muestra fue de cinco frascos de vidrio (6,5 cm x 8,0 cm) por condición lumínica, cada uno con tres nudos. Se registró la supervivencia (%), la altura (cm), número de hojas y número de nudos por explante, cada dos (2) meses después de la siembra, siendo transferidos a medio fresco de la misma composición cada 30 días.


  Análisis de los datos


  Para los análisis estadísticos se evaluaron primero los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, y para los que no cumplieron con el supuesto se realizaron análisis estadísticos no paramétricos. Los datos tabulados se presentaron como medias ± SD. La significancia estadística de las diferencias entre grupos se evaluó mediante ANOVA unifactorial usando el paquete estadístico R versión 3.0.3 Copyright (C) (2014). Se valoraron las diferencias entre los tratamientos utilizando la prueba de Tukey HSD con un 95 % de confianza. Las pruebas se consideraron significativas para un error a = 0,05.


  RESULTADOS


  Respuesta organogénica y embriogénica


  La respuesta a la regeneración vía organogénica y embriogénica se alcanzó en los segmentos de hoja y en las CDCs de tallo, mientras que las CDCs de hoja mostraron baja supervivencia y respuesta nula. En general el número de explantes con respuesta a los diferentes tratamientos fue muy bajo (1 ó 2), manteniéndose este comportamiento en todas las repeticiones, por lo que los promedios obtenidos por tratamiento no se ajustaron a una distribución normal aún con diferentes pruebas estadísticas.


  Cuando se evaluó el efecto de la condición lumínica, se encontró que en oscuridad, los explantes respondieron formando callo no embriogénico en un alto porcentaje (65,3 %). El callo bajo estas condiciones es friable y fibroso, de apariencia hidratada y con raíces, comparado al obtenido bajo condiciones de fotoperiodo (23,8 %), típicamente granular y nodular.


  Organogénesis


  Para este sistema de regeneración los tiempos de respuesta fueron variables, estuvieron en un rango entre dos y cinco meses después de la siembra. Con la combinación de reguladores IBA + BAP (IBA 2 + BAP 1, IBA 1 + BAP 2, IBA 0,5 + BAP 1, IBA 10 + BAP 5, IBA 5 + BAP 1 mgL-1), se logró organogénesis tanto a partir de CDCs de tallo como segmentos de hoja. Los porcentajes de respuesta oscilaron entre 5 % y 8,0 % de explantes formando brotes.


  Con la combinación de reguladores de crecimiento IBA + TDZ (IBA 1 + TDZ 0,3, IBA 2 + TDZ 0,3, IBA 3 + TDZ 0,3, IBA 1 + TDZ 0,5, IBA 2 + TDZ 0,5, IBA 3 + TDZ 0,5, IBA 1 + TDZ 1 mgL-1), también respondieron ambos explantes, los porcentajes de respuesta organogénica fluctuaron entre 2,6 % y 22 %. La menor frecuencia se obtuvo con segmentos de hoja (2,6 %) en la combinación IBA (3,0 mgL-1) más TDZ (0,3 mgL-1), mientras que la mayor frecuencia (22 %) se alcanzó a partir de CDCs de tallo con la misma combinación. Es de resaltar el promedio de brotes totales por explante obtenido con esta combinación de reguladores, 0,71 y 0,24, para CDCs de tallo y segmentos de hoja, respectivamente, fue mayor al alcanzado con la combinación IBA + BAP, 0,12 y 0,09 para CDCs de tallo y hoja, respectivamente (Tabla 2).
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  En los segmentos de hoja que presentaron respuesta organogénica, ésta siempre se obtuvo en la vena media, en el extremo proximal al peciolo. Además se encontró que el grosor de la vena media, tuvo un efecto promotor sobre la respuesta.


  Embriogénesis somática


  Para este sistema de regeneración el tiempo de respuesta se presentó entre cinco a siete meses. Los porcentajes de respuesta embriogénica fluctuaron entre 5 % y 10 %. Con segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más baja de respuesta (5 %) en el tratamiento IBA (10 mgL-1) + BAP (5 mgL-1), y la más alta (10%) en el tratamiento IBA (4 mgL-1) + BAP (2 mgL-1). El número de embriones somáticos promedio obtenidos fue de 0,46 para segmentos de hoja y 0,59 para CDCs de tallo (Tabla 2).


  Análisis histológico


  Con los cortes histológicos se logró evidenciar la principal característica que diferencia un proceso embriogénico de uno organogénico, la conexión con el tejido materno en el caso de la organogénesis (Fig. 1B-1C) y la completa independencia del tejido que le dio origen en la embriogénesis (Kumar y Singh, 2009) (Fig. 1E-1F).
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  En los embriones se visualizó una capa de células bien definida formando la epidermis, seguida de células parenquimáticas rodeando la zona procambial y los haces vasculares. En el callo embriogénico se observó un estadío globular incipiente, delimitado por una capa bien definida de células epidérmicas con núcleo conspicuo (Fig. 1E).


  En la zona de formación de los meristemos fue evidente una tinción más fuerte, normalmente en esas zonas las células son pequeñas, con núcleos grandes y citoplasma denso (Fig. 1F).


  Efecto de diferentes longitudes de onda sobre el crecimiento y desarrollo de brotes y/o inducción de embriones somáticos


  Cabe subrayar que este es el primer trabajo donde se evalúan los diodos emisores de luz sobre la inducción y desarrollo de brotes y embriones en P. ipecacuanha.


  La respuesta predominante en todos los LEDs evaluados fue la organogénesis y solo en algunos explantes se formaron estructuras parecidas a embriones tanto en segmentos de hoja como en CDCs de tallo. El tiempo de respuesta varió entre 60 y 120 días, además de no evidenciarse un patrón entre los tratamientos, tipo de explante y condición lumínica. Se encontraron, sin embargo respuestas diferenciales de la supervivencia de los explantes, formación de raíces, de callo nodular y de callo embriogénico en cada uno de los LEDs evaluados.


  Bajo estas condiciones de LEDs, se encontró que las CDCs de tallo como tipo de explante presentaron un porcentaje de supervivencia menor, en comparación con los segmentos de hoja. Bajo el LED verde, las CDCs de tallo tuvieron el porcentaje más bajo de supervivencia (24,71 %), sugiriendo que esta longitud de onda afecta negativamente la respuesta de este explante. En los segmentos de hoja se registraron los porcentajes más altos de supervivencia, sin embargo, bajo el LED azul se alcanzó solo un 53,66 %. Igual que en el ensayo de regeneración, la frecuencia de respuesta organogénica fue muy baja.


  En el LED rojo, con los segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más baja de respuesta (8,3 %) en el tratamiento 14 y la más alta (60 %) en el tratamiento 4. Con las CDCs de tallo también se alcanzó el porcentaje más bajo de respuesta (8,3 %) en el tratamiento 11 (Tabla 3). El número de brotes promedio obtenidos fue de 2,0 para segmentos de hoja y 0,69 para CDCs de tallo. Bajo la longitud de onda del verde, con los segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más alta de respuesta (25 %) en los tratamientos 11 y 12. Con CDCs de tallo se dio el porcentaje más bajo de respuesta (8,3 %) en el tratamiento 11. El número de brotes promedio obtenidos fue de 0,62 para segmentos de hoja y 0,09 para CDCs de tallo.
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  En general bajo la longitud de onda del rojo y del verde, los explantes alcanzaron casi el doble de su tamaño original, presentaron abundantes raíces y un alto porcentaje de callo con estructuras parecidas a embriones.


  En el LED azul, con segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más baja de respuesta (6,7 %) en el tratamiento 1 y la más alta (8,3 %) en el tratamiento 2. Con las CDCs de tallo también se alcanzó el porcentaje más alto de respuesta (8,3 %) en los tratamientos 12 y 15. El número de brotes promedio obtenidos fue de 0,07 para segmentos de hoja y 0,25 para CDCs de tallo.


  Bajo la longitud de onda del azul el porcentaje de mortalidad de los segmentos de hoja fue notablemente mayor que en las demás condiciones. Aunque se registró la formación de brotes, en general, esta longitud de onda no favoreció la regeneración de plantas ni desarrollo de estructuras con potencial embriogénico u organogénico.


  Por último, bajo la luz blanca, con segmentos de hoja se alcanzó la frecuencia más baja de respuesta (8,3 %) en los tratamientos 5, 11 y 14, y la más alta (25 %) en el tratamiento 2. El número de brotes promedio obtenidos fue de 0,92 para segmentos de hoja y 0,11 para CDCs de tallo.


  La respuesta de los explantes bajo esta condición se caracterizó por la formación de callo nodular y granular en alto porcentaje, y varias estructuras parecidas a embriones tanto a partir de CDCs de tallo como de segmentos de hoja.


  Los resultados obtenidos bajo las diferentes longitudes de onda mostraron que en las combinaciones de reguladores evaluadas predominó la respuesta organogénica, aunque fue dependiente de la condición lumínica y el tipo de explante. Los segmentos de hoja presentaron mayor porcentaje de respuesta en comparación con las CDCs de tallo. Además se encontraron tratamientos con potencial embriogénico bajo los LEDs rojo, verde y blanco.


  Ensayo con segmentos nodales


  En este experimento, no se encontraron diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p > 0,05), para la altura de la planta (cm), número de hojas y número de nudos registrados a los dos y cuatro meses bajo los diferentes LEDs evaluados.


  Bajo condiciones de luz continua, los brotes desarrollados a partir de nudos y a los dos meses después de sembrados, alcanzaron la máxima altura (2,5 cm), el mayor número de hojas (8) y el mayor número de nudos (3). A los cuatro meses de sembradas, las plantas obtenidas presentaron un aumento en la altura respecto al valor registrado a los dos meses (5,5 cm) bajo condiciones de luz continua, sin embargo para el número máximo de hojas (10), las condiciones de luz favorables además de la luz continua fueron el LED rojo y luz blanca con fotoperiodo. El número máximo de nudos (5) se obtuvo en los LEDs verde y rojo.


  Con relación a la supervivencia de los nudos, se encontró que a los dos meses bajo todas las condiciones lumínicas evaluadas el porcentaje fue superior al 95 %. Mientras que a los cuatro meses, aún con transferencias a medio fresco cada 30 días, los porcentajes disminuyeron en su mayoría, para el LED verde fue del 55,6 % siendo el menor, seguido del LED rojo 64,7 %, LED azul 71,4 %, luz blanca con fotoperiodo 83,3 %, mientras que en luz blanca continua se mantuvo el 100% de supervivencia de los nudos.


  Estos resultados sugieren que las diferentes longitudes de onda empleando LEDs no afectan a corto plazo el desarrollo de P. ipecacuanha, sin embargo después de este tiempo, sólo la luz blanca continua promueve de forma mantenida la supervivencia de las plantas. En general, se observó mayor vigor de las plantas bajo la luz continua y en condiciones de fotoperiodo, y por tanto seleccionadas como las adecuadas para el crecimiento in vitro de P. ipecacuanha.


  DISCUSIÓN


  La respuesta de sólo un ó dos explantes a un mismo tratamiento de reguladores puede explicarse principalmente por la procedencia (coordenadas geográficas) del material vegetal ya que las plantas in vitro fuente de explantes no estaban identificadas de acuerdo a las poblaciones muestreadas en el Urabá antioqueño (Naranjo et al., 2014). Lara et al. (2003a) describen para la especie relacionada Psychotria acuminata, que las diferencias en el potencial de multiplicación dependieron de la localidad de la cual provenían. También se le puede atribuir a la sensibilidad diferencial según la ubicación en el tejido y estado fisiológico del tejido mismo, tanto para CDCs de tallo como en los segmentos de hoja.


  Las CDCs involucran un tipo de célula o capa de tejido y en respuesta a condiciones estrictamente controladas de crecimiento (por ejemplo, luz, temperatura, pH, reguladores de crecimiento y aditivos del medio de cultivo), podría conducir a la inducción in vitro de programas morfogenéticos específicos. La capacidad de una CDCs para entrar a un programa depende de un número de factores, que incluyen percepción correcta de la señal y transducción, la capacidad de la maquinaria genética de responder y reaccionar a estas señales, además del estado fisiológico y origen (tejido y órgano) de las CDCs (Roca y Mroginski, 1991; Teixeira da Silva y Dobránszki, 2013). Lo anterior puede explicar los resultados obtenidos con las CDCs de hoja, ya que este tejido está completamente diferenciado y por tanto la sensibilidad a los reguladores de crecimiento y a otros factores no necesariamente es la misma que la sensibilidad de las CDCs de tallos, los cuales contienen tejidos conductores que le dan mayor competencia.


  Contrario a lo obtenido en este trabajo, respuestas exitosas a partir de CDCs de hoja han sido reportadas para otras especies, por ejemplo en manzana (Malus x domestica Borkh) se alcanzó la regeneración de brotes adventicios a partir de CDCs transversales de hoja (Dobránszki y Teixeira da Silva, 2011), en violeta africana (Saintpaulia ionantha) se logró organogénesis directa a partir de este tipo de explante (Ohki, 1994) y en Iris (Iris pallida), se obtuvieron embriones somáticos (Tran Thanh y Bui, 2000).


  La respuesta organogénica obtenida siempre en la vena media, puede explicarse debido a que en esta zona de la hoja están presentes los tejidos conductores, el xilema y floema, por donde constantemente se están transportando gran cantidad de nutrientes y agua, además proteínas, reguladores de crecimiento, que podrían estar dando más sensibilidad al tejido frente a reguladores de crecimiento exógenos, promoviendo la regeneración de diferentes órganos (Karam y Al-Majathoup, 2000; Sreedhar et al., 2008).


  Se conocen muchos trabajos sobre regeneración vía organogénesis y embriogénesis somática, directa e indirecta en una gran diversidad de plantas, empleando segmentos de hoja y CDCs de tallo (Zhou et al., 2010; Dam et al., 2010; Pacheco et al., 2012; Swarna y Ravindhran, 2013; Yin et al., 2013). Sin embargo, en P. ipecacuanha este es el primer trabajo que evalúa CDCs como explante potencial para su regeneración.


  Nuestros resultados a partir de segmentos de hojas en la combinación de los reguladores de crecimiento kinetina (2,5 mgL-1) y 2,4-D (1,0 mgL-1) no indujo respuestas de regeneración, contrario a lo reportado por Rout et al. (2000) en esta misma especie. Nuestros resultados tampoco corroboran los reportes de Lara et al. (2003b), en Psychotria acuminata, quienes obtuvieron embriogénesis directa a partir de hojas con la combinación de reguladores BAP y ANA.


  La combinación de reguladores IBA y TDZ ha sido reportada en la regeneración de brotes a partir de hojas cotiledonares en cártamo (Carthamus tinctorius L.) (Ba§alma et al., 2008), Jatropha curcas (Deore y Johnson, 2008) y en Fragaria spp. (Landi y Mezzetti, 2006). Malik y Saxena (1992) sugieren un papel crucial del TDZ en la interacción con otros reguladores de crecimiento endógenos en la reprogramación organogénica y embriogénica de un órgano o tejido, posiblemente liberando, sintetizando, protegiendo o incluso inhibiendo la acción de las auxinas in situ en combinación con otros cambios metabólicos subcelulares. El empleo de la combinación IBA y TDZ podría ser el mejor tratamiento para eliminar la secreción de sustancias fenólicas (debido a la oxidación de fenoles) atribuida a las oxidasas de la auxina.


  En este trabajo además de la combinación de reguladores IBA + TDZ, con la combinación de IBA + BAP se promovió respuesta organogénica y embriogénica, a partir de CDCs de tallo y segmentos de hoja. Para otras plantas la acción de ambos reguladores también ha logrado resultados similares (Cob et al., 2010; Kaur et al., 2013; Shukla et al., 2013).


  Respecto al efecto del BAP en la respuesta organogénica; Salazar y colaboradores (2005), encontraron que este regulador induce cambios en las células del parénquima distribuidas hacia los alrededores de los haces vasculares, lo cual podría ser la señal que direcciona el destino de las células hacia la formación finalmente de brotes. .


  Con la condición lumínica 16 horas luz/8 oscuridad, se alcanzaron los mejores resultados de inducción de brotes y embriones, resultados similares a los descritos por De la Peña et al. (2008), quienes obtuvieron embriogénesis somática en Coffea canephora luego de 21 días, bajo luz continua y condiciones de fotoperiodo, mientras que en completa oscuridad los embriones se formaron luego de cinco semanas. Esto es contrario a la mayoría de reportes en embriogénesis somática que recomiendan mantener los cultivos en condiciones de oscuridad (Teixeira da Silva, 2004; Vengadesan y Pijut, 2009; Gerdakaneh y Zohori, 2013).


  En el análisis histológico, la tinción más fuerte en la zona de formación de meristemos es debido a que son células mitóticamente activas con una mayor cantidad tanto de ácidos nucleicos como de proteínas (Lara et al., 2003b). Vasil et al. (1985), sugirieron que la formación de áreas meristemáticas a partir de células diferenciadas, como el parénquima, ocurre en algunos casos debido a la proximidad de estas últimas con tejidos meristemáticos existentes como el procambium, donde hay una mayor concentración de reguladores de crecimiento.


  A pesar que la luz es uno de los factores más importantes en el crecimiento de las plantas, la tasa fotosintética y la producción en biomasa, ha sido poco estudiada en términos de calidad y cantidad requerida por las diferentes especies vegetales durante el cultivo de tejidos, considerando que las plantas exhiben un alto grado de plasticidad fisiológica, morfológica y anatómica a diferentes espectros de luz (Avercheva et al., 2009; Brazaityté et al., 2010). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, la luz blanca constante y/o con fotoperiodo 16 luz/8 oscuridad favorecen el crecimiento y desarrollo de brotes a partir de nudos. No obstante, para CDCs de tallo y segmentos de hoja, los LEDs rojo, verde y luz blanca resultaron más efectivos en la respuesta de organogénesis.


  En este trabajo se reporta para P. ipecacuanha que la luz roja promueve la elongación de yemas e incremento en altura de brotes, longitud de entrenudos y frecuencia de enraizamiento, además de la inducción de embriogénesis somática, mientras que la luz azul inhibe la embriogénesis, aumenta la síntesis de clorofila y desarrollo estomático, produce brotes cortos con buen desarrollo de hojas (Aksenova et al., 1994; Hoshino y Cuello, 2006; Poudel et al., 2008).


  En este trabajo en el LED rojo se alcanzó el rango de porcentajes más altos en cuanto a la formación de brotes y estructuras parecidas a embriones, obteniendo en los segmentos de hoja porcentajes mayores (8,3 - 60 %) que en CDCs de tallo (8,3 - 12,5 %). Además bajo esta condición se encontró alta formación de raíces, similar a lo reportado por Poudel et al. (2008).


  Marks y Simpson (1999) reportan en Vitis, que la elongación excesiva bajo el LED rojo, está mediada por fitocromos que afectan el metabolismo de las auxinas, de tal manera que la auxina se conservaría en cultivos iluminados con luz roja, pero sería degradada en cultivos bajo luz azul. Además se ha encontrado que la calidad de la luz regula el metabolismo de los carbohidratos en las plantas superiores, y el contenido de éstos es mayor bajo la luz roja, por lo que se esperaría que las plantas crecieran más bajo este tipo de luz, tal como lo describen Samuoliené et al. (2009).


  Li et al. (2010), afirman que las diferencias encontradas en cuanto a la elongación del tallo bajo la luz azul y roja, se da por las interacciones sinergísticas de los receptores de ambas longitudes de onda sobre la promoción o inhibición de la elongación del tallo. Sin embargo, así como en la mayoría de procesos durante el cultivo in vitro, el efecto de la calidad de la luz sobre el crecimiento es genotipo dependiente (Kaldenhoff et al., 1994; Kintzios y Taravira, 1997; Latkowska et al., 2000).


  Aunque en los trabajos que describen el uso de LEDs se reportan diferencias en la respuesta bajo la luz roja y azul, en el ensayo de segmentos nodales aquí realizado no se encontraron diferencias significativas en la altura (cm) entre estas dos condiciones lumínicas para los tiempos evaluados.


  En el LED azul se obtuvieron los porcentajes más bajos de respuesta organogénica en segmentos de hoja (6,7 - 8,3 %) y CDCs de tallo (8,3 %). Además se dio una completa inhibición de la formación de raíces en segmentos de hoja, igual que se ha reportado para especies como el crisantemo (Teixeira da Silva, 2003), en la cual inhibió la longitud de la planta y la formación de raíces.


  Respecto a los tipos de respuesta promovidos por la luz blanca, se ha encontrado que aumenta la inducción de embriogénesis somática (Verhagen y Wann, 1989) y de raíces (Daud et al., 2013). En este trabajo se alcanzaron porcentajes de respuesta a la formación de brotes y embriones, que oscilaron entre 8,3 y 25 % en segmentos de hoja y de 11,1 % en CDCs de tallo, también se presentó abundante formación de raíces.


  CONCLUSIONES


  En el presente trabajo se demostró que las CDCs de tallo, al igual que los segmentos de hoja presentan potencial de respuesta organogénica y embriogénica en P. ipecacuanha, contrario a las CDCs de hoja. En los segmentos de hoja, el estado fisiológico, la ubicación del explante en la hoja misma e hipotéticamente la procedencia del material vegetal tiene un efecto sobre la respuesta. Las combinaciones de los reguladores de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ promueven la regeneración vía organogénesis y embriogénesis en segmentos de hoja y CDCs de tallo, mantenidos bajo luz blanca, y fotoperiodo (16 horas luz/8 oscuridad). Los LEDs rojo y verde también favorecen este tipo de respuestas. Los segmentos nodales alcanzan una mayor supervivencia y características morfológicas del desarrollo deseables si son mantenidos bajo luz blanca continua o con fotoperiodo.


  Para inducir procesos de organogénesis y embriogénesis somática en P. ipecacuanha, las CDCs de tallo y segmentos de hoja son los explantes adecuados. Además, la condición lumínica 16/8 favoreció la respuesta de regeneración cuando se emplearon las combinaciones de los reguladores de crecimiento IBA + BAP e IBA + TDZ. Los LEDs rojo, verde y luz blanca promovieron la respuesta organogénica en segmentos de hoja principalmente y la formación de estructuras parecidas a embriones. Mientras que los segmentos nodales que permanecieron bajo la luz blanca continua y con fotoperiodo, presentaron mayor supervivencia y características morfológicas deseables.
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  RESUMO


  O aparecimento de micro-organismos resistentes e a toxicidade associada aos fármacos antimicrobianos aumentam a necessidade de pesquisas por novos princípios ativos. Morinda citrifolia L., uma planta frutífera utilizada popularmente como antibacteriano e com diversos outros usos farmacológicos. Possui diversos metabólitos primários e secundários, principalmente flavonóides, triterpenóides e alcalóides. O presente trabalho visou testar o potencial antimicrobiano e modulador dos extratos do seu fruto. Os extratos do fruto foram testados quanto ao seu efeito antimicrobiano e em combinação com antibacterianos e antifúngicos contra microrganismos patógenos pelo método de microdiluição em caldo. Observou-se que as associações entre antibióticos e extratos mostraram resultados com relevância clínica diante dos testes com bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.


  Palavras-chave: efeito modulador, extratos, metabolitos secundários, multirresistente.

  


  ABSTRACT


  The rising of the drug resistant microrganisms and the toxicity related with the antimicrobial drugs enhances the necessity about the search of new bioactive compounds. Morinda citrifolia L. is a fruit tree traditionally used as antibacterial and with several other pharmacological properties. This plant presents several phytocompounds as flavonoids, alkaloids and triterpenes. The objective of this work was assay the antimicrobial and modulatory potential of the fruit extract. The extract was assayed alone and associated with antibiotics and antifungals against pathogenic microrganisms using the microdilution assay. The results demonstrated that the association between extract and antimicrobial drugs resulted in a potentiation of the drug activity clinically relevant against Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli.


  Keywords: extracts, modulatory effect, secondary metabolites, multidrug-resistant.

  


  RESUMEN


  La aparición de microorganismos resistentes y la toxicidad asociada a los antimicrobianos aumenta la necesidad de investigar nuevos principios activos. Morinda citrifolia L., es una planta fructífera utilizada popularmente como antibacteriano y con otros diversos usos farmacológicos. Posee diversos metabolitos primarios y secundarios, principalmente flavonoides, triterpenoides y alcaloides. Este estudio tuvo como objetivo ensayar la potencial actividad antimicrobiana y moduladora de los extractos obtenidos de su fruta. Los extractos de las frutas fueron testados tanto para determinar el efecto antimicrobiano como también utilizándolo en combinación con agentes antibacterianos y antifúngicos contra microorganismos patógenos, por el método de microdilución en caldo. Se observó que la asociación entre antibióticos y extractos dió resultados clínicamente significativos en pruebas con bacterias Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.


  Palabras clave: efecto modulador, extractos, metabolitos secundarios, multirresistente.

  


  INTRODUÇÃO


  Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) aproximadamente 25 % das mortes no mundo inteiro são decorrentes de doenças causadas por micro-organismos. Dentro esse total de mortes, cerca de 45 % acontece nos países subdesenvolvidos, onde o surgimento de micro-organismos resistentes a diversas drogas, tem se destacado como um dos principais fatores de mortalidade (Schenkel et al., 2001).


  O uso incorreto dos medicamentos antibacterianos e antifúngicos é descrito como um dos principais responsáveis pela seleção micro-organismos resistentes a medicamentos como antibióticos, germicidas e desinfetantes. Isso ocorre principalmente pelo fato de que as bactérias apresentam a capacidade genética para adquirir e transmitir resistência contra esses agentes antibacterianos atualmente disponíveis, assim como os fungos apresentam mutações próprias, que proporcionam o surgimento de cepas resistentes (Hamdan e Hahn, 2006).


  Há vários relatos, sobre isolados bacterianos e fúngicos, que são conhecidos por serem sensíveis às drogas rotineiramente utilizadas, mas que se tornaram multirresistente aos outros medicamentos disponíveis no mercado (Nascimento et al., 2000; Sakagami e Kajimura, 2002; Hamdan e Hahn, 2006).


  Nesse contexto, os produtos naturais como os de origem vegetal, tem se destacado tanto por apresentarem atividade antibacteriana, como também pela sua capacidade de potencializar a atividade antibiótica (Gibbons, 2004; Tintino et al., 2013). A utilização de extratos, oriundos de produtos naturais, com a finalidade de serem agentes antimicrobianos pode ser uma via importante, já que se tem em vista que os mesmos são dotados de uma reduzida possibilidade de ocasionar resistência microbiana, porque os mesmo são misturas complexas, o que torna a adaptação dos micro-organismos difícil (Daferera etal., 2003).


  A Morinda citrifolia L. é uma pequena arvore da família das Rubiáceas, de origem do sudeste asiático, ela foi difundida pela Ásia e Ilhas do Oceano Pacífico, (Santos-Júnior et al., 2011). Possui o nome popular de Noni (na língua havaiana) no Taiti, aal (na língua Hindi). Seu fruto também pode ser conhecido como, Ba Ji Tian, Nonu, Indian Mulberry, Canary Wood e Cheese fruit (Silva et al., 2012).


  A espécie da Morinda citrifolia L. é uma das mais notáveis por possuir um vasto uso (Brito, 2008). Praticamente toda a parte da planta é utilizada, e a cada parte é atribuída uma capacidade medicinal diferente. Ao fruto são atribuídas as aplicações: antibacteriano, analgésico, anticongestivo, antioxidante, expectorante, anti-inflamatório, adstringente, emoliente, emenagogo, laxativo, analgésico, hipotensor, purificador do sangue, imunoestimulante e tônico (Elkins, 1997). Ainda é atribuída a capacidade anticancerígena (Rodríguez e Pinedo, 2004).


  O fruto de Morinda citrifolia L., conhecida popularmente como Noni, tem sido objeto de estudos relativos às suas propriedades nutracêuticas (Chan-Blanco et al., 2006). Diversos componentes fitoquímicos já foram identificados na planta do Noni, a maior parte dos micronutrientes identificados são componentes fenólicos, ácidos orgânicos e alcalóides. Entre os componentes fenólicos, os mais importantes são as antraquinonas (Wang e Su, 2001). Os compostos fenólicos identificados representam o maior grupo de micronutrientes funcionais no suco de Noni (Wange Su, 2001).


  Já existem estudos que mostram a atividade antibacteriana do extrato do fruto Morinda citrifolia L. contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. É também conhecido que estas bactérias são responsáveis processos infecciosos, que levam a um grande número de mortalidade (Santos, 2004). Considerando este fato, o objetivo deste trabalho foi avaliar atividade antibacteriana, antifúngica e modificadora da atividade de antibióticos aminoglicosídeos e antifúngicos, pelo do extrato etanólico do fruto da Morinda citrifolia L. contra cepas resistentes oriundas de isolados clínicos.


  MATERIAL E MÉTODOS


  Coleta e preparo do material vegetal


  Para identificação e registro, as folhas e frutos de Morinda citrifolia L. foram coletadas no município do Crato, no estado de Ceará, em março de 2012. As amostras foram coletadas sobre a permissão Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis, durante a estação chuvosa. Uma amostra foi depositada no Herbário do departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe sob número 13503.


  Para os experimentos, foi preparado o extrato etanólico do fruto, onde 300 g do fruto seco e triturado de M. citrifolia L. foi submerso em etanol 99 % por 72h. Após isso, o extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador (modelo Q-344B-Quimis, Brasil) e banho-maria (modelo Q-214M2-Quimis, Brasil) (Matos, 1997). Após a obtenção do extrato, o mesmo foi liofilizado em Liofilizador (modelo L101 - LIOTOP, Brasil). Após este processo, foi obtido um valor de 13,4 g do extrato do fruto. A solução utilizada nos testes foi preparada inicialmente em uma concentração de 10mg/mL, dissolvida em DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich®) e posteriormente diluída com água destilada para uma concentração de 1024 ^g/mL, reduzindo assim a concentração de DMSO para menos de 10 % para evitar o efeito tóxico do DMSO (Matias et al., 2010a).


  Micro-organismos utilizados


  Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde. Foram utilizadas linhagens padrão de bactérias Escherichia coli ATCC 11105; Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e cepas do fungo Candida krusei ATCC 2538.


  Concentração inibitória mínima


  Foi adotado o procedimento de microdiluição em caldo (NCCLS, 2003), onde foram preparadas soluções em tubos eppendorf contendo cada um deles 1 mL de solução com 900 μL de BHI 10 % e 100 μL da suspensão bacteriana ou fúngica com 106 UFC segundo a escala de McFarland. A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 μL desta solução em cada poço em um total de 96 poços, e em seguida procedeu-se a microdiluição seriada com a solução de 100 μL do produto natural (extrato), variando nas concentrações de 512 a 8 μg/mL. As placas foram levadas à incubadora por 24 horas a 37 °C. A revelação da CIM bacteriana foi feita utilizando-se a resazurina, enquanto para os fungos foi observada a turbidez provocada pelo crescimento. A CIM foi definida como a menor concentração na qual nenhum crescimento foi observado.


  Aumento da ação das drogas


  Para verificar se o extrato modificaria a ação dos antibióticos frente às cepas testadas, utilizou-se o método proposto por Coutinho et al. (2008), onde a solução do extrato foi testada em concentração sub-inibitória (CIM/8) de 128 μg/ mL. Foram preparados tubos eppendorf® contendo cada um deles 1,5 mL de solução, com 1.162 μL de BHI 10 %, 150 μL da suspensão bacteriana ou fúngica e 188 μL do produto natural (extrato). Para o controle foram preparados tubos eppendorf® com 1,5 mL de solução contendo 1.350 μL de BHI (10 %) e 150 μL de suspensão de microrganismos. A placa foi preenchida no sentido alfabético adicionandose 100 μL desta solução em cada poço. Em seguida, 100 μL da droga (antibiótico ou antifúngico) foi misturada ao primeiro poço, procedendo a microdiluição em série, numa proporção de 1:1 até a penúltima cavidade. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.


  Os antibióticos Amicacina e Gentamicina (ambos da classe dos aminoglicosídios, inibidores de síntese protéica), Imipenem (da classe dos carpenêmicos, inibidor da síntese da parede celular) e Oxacilina (beta-lactâmico, inibidor da síntese da parede celular) foram avaliados em concentrações que variaram de 5000 - 2,44 μg/mL. Além dos antibacterianos utilizados, também usou-se os antifúngicos cujo mecanismo de ação afeta tanto a síntese de lipídios quanto a formação da parede celular fúngica: Benzoilmetronidazol, Mebendazol, Anfotericina B e a Nistatina em concentrações que variavam entre 1024 - 0,5 μg/mL. Todos os antibióticos e antifúngicos testados foram obtidos junto a Sigma Co. (S. Louis, USA).


  Análise estatística


  Os dados são expressos como médias geométricas. A significância estatística foi avaliada com um teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 e p <0,0001 são considerado significativo e p > 0,05 não significativo).


  RESULTADOS


  Ao observar a concentração inibitória mínima (CIM) contra bactérias (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e o fungo (Candida kruzei), obteve-se resultados de > 1024 g/mL, mostrando não serem clinicamente relevantes (Holetz et al., 2002). Entretanto, na modulação foram observados resultados sinérgicos pela modificação da atividade antibiótica, com redução da CIM do antibiótico na presença do extrato, comparado ao controle com apenas o antibiótico, perante as cepas das bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Todas apresentaram um valor de significância com p < 0,0001 ou p < 0,05, com todas as drogas testadas, exceto com a Oxacilinan que, contra ambas as cepas, foi observado resultado de antagonismo com significância de p < 0,0001 ou 0,05 contra as duas linhagens (Fig.1 e Fig.2). Contra o fungo Candida kruzei não foram obtidos valores de sinergismo relevantes, em associação aos antifúngicos utilizados (Fig. 3).
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  DISCUSSÃO


  Como já foi apresentado anteriormente a atividade antimicrobiana do fruto da Morinda Citrifolia L. não demonstrou resultados clinicamente relevantes perante os micro-organismos testados. Há relatos da atividade desta espécie, contra bactérias como foi o estudo realizado por Atkinson (1956). Este demonstrou que o extrato etanólico do fruto da Morinda citrifolia L, inibiu o crescimento de certas bactérias in vitro, tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella e Shigella, entretanto este estudo foi realizado através do método de difusão em disco e em altas concentrações.


  Em experimentos mais recentes pelo método de microdiluição em caldo foi observada a inibição pelo extrato etanólico do fruto de Morinda citrifolia L., contra Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Pseudomonas diminuta, Enterobacter cloacae, S. aureus ATCC 6538, onde foi demonstrada a atividade contra todas as cepas, nas concentrações entre 100 mg/mL a 50 mg/mL, concentrações estas, mais altas do que as analisadas no presente estudo (Natheer et al., 2012).


  Há também o relato da atividade antibacteriana do extrato hidroetanólico do fruto de Morinda citrifolia L., com relevância clinica, contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, com CIM menor que 1000 jg/ml. Um fator que pode ter contribuído para a diferença nos resultados obtidos é fato do extrato desse estudo ser oriundo de plantas de local diferente e consequentemente apresentar diferentes constituintes da amostra desse estudo, além da preparação e composição do extrato ter sido diferente (Matos, 1997; Silva-Silveira et al., 2011).


  Em relação à atividade antifúngica, há um estudo realizado por Goun et al. (2003), que mostra a ação do extrato do fruto puro de Morinda citrifolia L. contra Candida albicans, onde houve inibição do crescimento desse fungo em concentrações de 30 mg/mL e 40 mg/mL, pelo método de microdiluição em caldo. Portanto, como pode ser visto, esta são concentrações mais elevadas do que as utilizadas nos ensaios do presente trabalho, justificando-se assim a ausência da atividade antifúngica relevante.


  Entretanto, o resultado do presente estudo pode ser considerado relevante, visto que o extrato etanólico do fruto de Morinda citrifolia L. não causou danos celulares, já que não atual como um fungicida eficiente, como também não antagonizou o afeito da droga antifúngica testada, o que nos remete a uma possível baixa toxicidade do produto, tornando sua aplicação ainda mais propícia como melhorador do efeito de antibacterianos.


  É conhecida a ação sinérgica de produtos naturais junto a antimicrobianos normalmente utilizados no tratamento terapêutico, determinando uma diminuição na sua CIM (Sousa et al., 2011; Figueredo et al., 2013). Sabe-se que metabólitos secundários como flavonóides e terpenos apresentaram ação antimicrobiana (Perruchon, 2002; Simões et al., 2004). Assim como já é conhecido que flavonoides e alcalóides são potencializadores da ação antibiótica (Teffo et al., 2010; Araruna et al., 2012) e são sintetizados por plantas em resposta a infecções microbianas (Dixon et al., 1983; Ho et al., 2001), sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana plasmática das células bacterianas, facilitando a absorção das drogas (Tsuchiya et al., 1996; Matias et al., 2010b; Figueredo et al., 2013).


  Identificou-se no fruto da Morinda citrifolia L., diversos componentes, principalmente aminoácidos, hidratos de carbono redutores, antraquinonas, flavonóides, esteróides, triterpenóides e alcaloides (Wang e Su, 2001). Assim como foi demonstrada a presença de triterpenos e fitoesteroides em Morinda citrifolia L. (Rivera et al., 2011).


  Portanto, a modificação do efeito do antibiótico contra as bactérias mostrou-se clinicamente relevante contra E. coli e P. aeroginosa, quando o extrato foi associado ao Imipenen, Gentamicina e Amicacina. Efeitos estes, são provavelmente derivados dos metabólitos secundários contido na planta utilizada neste estudo, e citados anteriormente, atuando como modificadores da atividade antibacteriana. Não há nenhum estudo associando o fruto desta planta a antimicrobianos.


  A habilidade que produtos naturais têm de modificar a ação de antimicrobianos pode ser vista a partir de estudos que comprovam que associação de drogas sintéticas e extratos de plantas podem atuar revertendo a resistência microbiana, dificultado a bomba de efluxo ou modificando parede celular bacteriana e a membrana celular (Coutinho et al., 2009; Coutinho et al., 2010).


  Na associação com a Oxacilina como apresentado anteriormente, verificou-se o antagonismo. O antagonismo é descrito por Saraiva (2012), como sendo resultado da associação de uma droga a um extrato, onde o extrato dificulta ou inibe a ação do fármaco. E de acordo com Granowitz e Brown (2008), os efeitos antagônicos do uso combinado entre antibióticos podem ser atribuídos a quelação mútua. O que pode justificar o resultado de antagonismo observado.


  Como descrito anteriormente na associação com antifúngicos, não foi obtido nenhum resultado significativo da atividade modificadora sobre as drogas testadas. Apesar de alguns trabalhos já comprovarem resultados sinérgicos de produtos naturais com antifúngicos (Santos et al., 2012; Tintino et al., 2014), o efeito sinérgico desse extrato com drogas antifúngicas ainda é pouco comum. Isso pode ser relacionado ao fato que os fungos apresentam vários mecanismos moleculares de resistência muito mais variados e complexos que as bactérias, sendo resistentes a essa associação da droga ao produto natural (White et al., 1998).


  CONCLUSÃO


  O extrato de Morinda citrifolia L., apesar de não mostrar atividade antimicrobiana clinicamente relevante sobre os micro-organismos, apresentou resultados mais significativos sobre efeito modulador das drogas testadas perante P. aeroginosa ATCC 15442 e E. coli ATCC 11105. Entretanto não apresentou nenhuma ação de potencialização de antifúngicos sobre a cepa fúngica. Portanto, são necessários estudos mais abrangentes sobre os compostos fitoquímicos que estão presentes nesta espécie, bem como novos estudos in vitro e in vivo para evidenciar os mecanismos detalhados pelos quais os metabólitos secundários podem modificar a atividade antibiótica.
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  ABSTRACT


  In order to assess the antifungal activity of methanolic extracts from neem tree (Azadirachta indica A. Juss.), several bioassays were conducted following M38-A2 broth microdilution method on 14 isolates of the dermatophytes Trichophytonmentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis and Epidermophyton floccosum. Neem extracts were obtained through methanol-hexane partitioning of mature green leaves and seed oil. Furthermore, high performance liquid chromatography (HPLC) analyses were carried out to relate the chemical profile with their content of terpenoids, ofwidely known antifungal activity. The antimycotic Terbinafine served as a positive control. Results showed that there was total growth inhibition of the dermatophytes isolates at minimal inhibitory concentrations (MIC) between 50 μg/mL and 200 μg/mL for leaves extract, and between 625 μg/mL and 2500 μg/mL for seed oil extract. The MIC of positive control (Terbinafine) ranged between 0.0019 μg/mL and 0.0313 μg/mL. Both neem leaves and seed oil methanol extracts exhibited different chromatographic profiles by HPLC, which could explain the differences observed in their antifungal activity. This analysis revealed the possible presence of terpenoids in both extracts, which are known to have biological activity. The results of this research are a new report on the therapeutic potential of neem to the control of dermatophytosis.


  Keywords: HPLC, neem, microbial sensitivity tests, minimum inhibitory concentration, terpenoids.

  


  RESUMEN


  Se determinó la actividad antifúngica de extractos metanólicos de la especie Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), conocida comúnmente como neem, empleando el método de microdilución en caldo M38-A2 de referencia para hongos filamentosos y dermatofitos. Se evaluaron 14 aislamientos de los dermatofitos Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis y Epidermophyton floccosum. Los extractos de neem fueron obtenidos mediante partición metanol-hexano a partir de aceite de semillas y hojas verdes maduras. Adicionalmente, se analizaron por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) con el fin de relacionar su perfil químico con el contenido de terpenoides, de conocida actividad antifúngica. Se empleó como control positivo el antimicótico Terbinafina. Los resultados mostraron inhibición total del crecimiento de los aislamientos de dermatofitos a concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) entre 50 μg/mL y 200 μg/mL para el extracto de hojas y entre 625 μg/mL y 2500 μg/mL para el extracto de aceite de semillas. La CMI encontrada para el control positivo (Terbinafina) fluctuó entre 0,0078 μg/mL y 0,0313 μg/mL. Los extractos metanólicos de hojas y aceite de semillas de neem exhibieron diferentes perfiles cromatográficos en CLAR, lo cual podría explicar las diferencias observadas en su actividad antifúngica. Éste análisis químico reveló la posible presencia de compuestos terpenoides en ambos extractos, los cuales se conocen por su actividad biológica. Los resultados de esta investigación son un nuevo aporte sobre el potencial terapéutico del neem para el control de dermatofitosis.


  Palabras clave: concentración mínima inhibitoria, CLAR, neem, pruebas de sensibilidad microbiana, terpenoides.

  


  INTRODUCTION


  The research about neem has been focused not only on its known antifeedant activity on insects, but also on its antifungal potential (Govindachari et al., 1998). Medical importance fungi, such as dermatophytes, are one of the most widespread causes of dermatology consultations. The nail lesions that produce are estimated to be 50 % of the whole infections on nails. Fungal infections of skin and nails affect 20-25 % of the world population, with a prevalence as high as 40 % in tropical areas (Nagabhushan et al., 2013).


  The genus Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton are an important source of dermatophytic infections in several parts of the body. In a study carried out with 1105 patients in Pernambuco state, Brazil, it was found that T. rubrum was the species most often isolated in hands, feet and groin, followed by T. mentagrophytes, isolated from feet and nails. E. floccosum had lower prevalence than the above mentioned fungi, but it appeared also in groin, nails and feet. In scalp, M. canis was the prevalent fungi. The authors reported an increase in the prevalence of T. rubrum, which is a trend observed throughout the world (Rodrigues De Barros et al., 2007). Dermatophytes can also be present in pets, as a study in Cali, Colombia revealed. Out of a sample of 165 street dogs, 23 were positive (13 %) to dermatophytes, and out of 86 pet dogs, 11 (12 %) were positive too. The main fungus isolate were Microsporum gypseum, followed by M. canis, T. mentagrophytes and T. rubrum; the two latter fungi were isolated only in pet dogs (Alvarez and Caicedo, 2001).


  There is an increasingly interest on the isolation of natural compounds with antifungal activity, from which terpenoids have revealed to produce either fungistatic or fungicidal power on several pathogenic fungi.


  To this respect, Ospina et al. (2011) evaluated the effect of essential oils from three chemotypes of Lippia origanoides (Verbenaceae) on the micelial growth and sclerotial formation of Sclerotium cepivorum. The results showed that the micelial growth and sclerotial formation of were totally inhibited at a minimal concentration of 120 mL/L by an essential oil rich in thymol, followed by trans-β-cariophylene (650 μL/L) and β-myrcene (1350 μL/L) chemotypes. Other terpenoids found to have antimicrobial activity are α-bisabolol, α-terpinene, cineole, nerolidol and terpinen-4-ol (Kurekci et al., 2013).


  Neem raw organic extracts and their components also inhibit the growth of several pathogenic fungi. Using a Sabouraud Dextrose broth dilution method, Natarajan et al. (2003) found a MIC of 31 μg/mL of a neem seed organic extract on T. rubrum, T. mentagrophytes and Microsporum nanum. The organic extract from neem leaves showed MICs between 150 μg/mL to 500 μg/mL in the above mentioned fungi. The authors also evaluated the growing pattern of each dermatophyte in Petri dishes and observed that the diameter of the colony was reduced during thirty days of evaluation, when mixing the Sabouraud medium with 15 μg/mL of neem seed extract.


  Govindachari et al. (1998) has indicated that the active antifungal fraction of neem oil is a mixture of tetranortriterpenoids derived from methanol partitioning, when tested against Drechslera oryzae, Alternaria tenius and Fusarium oxysporum by measuring growth diameter in Petri dishes. Nevertheless, they noticed that the separated compounds, as azadiradione, nimbin and salanin, did not exhibit appreciable activity by itself, but the activity was recovered when mixed together again. Other authors have observed that pure azadirachtin was not highly effective as a fungicidal agent, when compared to azadirachtin rich raw neem seed extracts (Kavitha et al., 2014). The previous studies suggest that there is a synergistic or additive effect of terpenoids in the extracts from neem.


  Other authors support this hypothesis by evaluating different plant extracts or fractions obtained through chromatographic methods. Nagabhushan et al. (2013) found that only petroleum ether extract from Eclipta prostrata (Asteraceae) was active against M. canis, M. gypseum and T. rubrum, indicating a MIC of 15 mg/mL. Furthermore, they observed a loss of activity when separating the petroleum ether extract by thin layer chromatography, and determining the antifungal activity of each fraction. Similarly to the prior, several flavonoids present in methanol extracts from Baccharis spp. (Asteraceae) showed synergistic or additive effects when combined with the commercial antimycotic Terbinafine, enhancing the growth inhibition of T. rubrum by using M38 A2 broth microdilution method (Rodriguez et al., 2013).


  The neem tree is particularly rich in triterpenoids. It has been estimated that over 100 of this structurally related compounds have been isolated from various parts of the neem tree (Johnson et al., 1996). The limonoids, also called tetranortriterpenoids, are a group ofheterocyclic compounds highly oxygenated with alkoxy and hydroxyl groups, from which azadirachtin is the most known. Other similar compounds are salannin, nimbin, 3-desacetylsalannin and 6-desacetylnimbin (Jarvis et al., 1999). These triterpenoids are often extracted by grinding the seed kernels and partitioning with hexane and alcohol to separate the oil from the terpenoids.


  The action mechanism of plant extracts on dermatophytes are thought to be cell wall-related, since it has been observed that ether extracts of Inula viscosa (Asteraceae) inhibits chitin synthesis in dermatophytes and Candida albicans (Maoz et al., 2000). It was reported that aqueous neem leaves extracts increase superficial hydrophobicity on cells of Candida albicans (Polaquini et al., 2006). Neem seed methanolic extracts and pure azadirachtin were found to be inhibitive to ergosterol biosynthesis of Aspergillus parasiticus; this effect might be attributed to inhibition of enzyme (s), which is involved in the biosynthetic pathway of ergosterol (Kavitha et al., 2014).


  This study was planned to determine the antifungal activity of neem leaves and seed oil methanolic extracts, against 14 clinical isolated dermatophytes, by using a reference microdilution method. The possible relation of their antifungal activity with their chemical profile by HPLC of both extracts was also analysed.


  MATERIALS AND METHODS


  Neem extraction phase Obtaining neem extracts


  Neem green mature leaves were collected from healthy trees in the campus of the Universidad Nacional de Colombia, Medellín. The neem leaves extract was prepared according to Suresh et al. (1997). 500 mL of hexane were added to 24 g of fresh leaves leaving them overnight undisturbed. The resultant extract was filtered and concentrated in a rotary evaporator to 200 mL, then it was mixed with 100 mL of methanol (MeOH) 95 % three times, separated in a separatory funnel and discarded the hexane phase. The methanol phase was concentrated until give a residue, and kept sealed in darkness.


  Neem seed oil, provided by Biotropical S.A., Colombia, was partitioned following Govindachari et al. (1998) method. The seed oil was partitioned with hexane - MeOH 95 % in a separatory funnel successively until total de-oiling. The hexane phase was discarded, whereas methanol phase was concentrated in rotary evaporator until give a residue, and kept sealed in darkness.


  Analysis by high performance liquid chromatography of neem extracts


  The HPLC analysis was done using a C18 column coupled to a system Agilent 1100 for LC and LC/MS equipped with auto sampler Agilent G1313A and a UV visible Agilent G1311B. Data were analyzed with the software LCMS chemStation Rev. A.09.03 [1417]. The separation was done with a C18 column LichroCART 125-4 LiChrosper 100 RP-18 (125 mm x 4.6 mm D.I, pore diameter 5 μm) (Merck, Germany).


  The gradient program was started with a mobile phase flux of 1.0 mL/min, and varying the acetonitrile (ACN) ACN/H2O ratio from 35:65 v/v at the beginning, to ACN/ H2O 45:55 (minute 10), ACN/H2O 70:30 (minute 11), and ACN/H2O 35:65 (minute 14 to 25). The injection volume was 50 μL, and the sample concentration was 4 mg/mL. It was registered at a wave length of 213 nm during 25 minutes (Orozco-Sanchez et al., 2011). The resultant HPLC profiles were also compared with that of a methanol extract from neem cultured cell suspensions (Ospina et al., 2014).


  Determination of the antifungal activity


  The dermatophytes fungi were isolated from patients remitted to the Medical Mycology Laboratory of the Medicine Faculty, Universidad de Antioquia, Medellín, Colombia. The classification was done by microscopic and macroscopic analysis of the colonies, according to criteria from Kane et al. (1997) and Rebell et al. (1979), as well as using biochemical testing (urea and agar-glucose-solids, bromocresol purple). The dermatophytes isolates were cultured repeatedly in Sabouraud-dextrose-agar medium in order to obtain pure colonies: Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes: five isolates; Epidermophyton floccosum: three isolates; Microsporum canis: one isolate.


  To prepare the conidial suspension inoculum, the isolates of T. mentagrophytes, T. rubrum and E. floccosum were first cultured in Potato-Dextrose-Agar (PDA), or boiled rice (M. canis) for up eight days to stimulate conidial formation; afterwards, the surface of the mycelium was covered with sterile saline solution 0.85 % p/v and scratched with a loop. The resultant conidial suspension was adjusted to 1.0 -3.0x103 CFU/mL (colony forming units per milliliter) by counting the conidia in Neubauer chamber and measuring their viability in Sabouraud's medium.


  To proceed with the antifungal activity tests, M38-A2 broth microdilution method was followed (CLSI, 2008). Medium RPMI 1640 (GIBCOTM) was previously prepared with twofold serial dilutions of each neem extract in MeOH:DMSO (dimethyl sulfoxide) 1:1, as well the commercial antimycotic Terbinafine (positive control) and MeOH:DMSO 1:1 (solvent control), whereas negative and sterility control had no additive. This prepared medium together with the conidial suspension inoculum were dispensed in 96-multiwell U-shaped microdilution plates (Falcon, USA) and incubated at 35 °C during seven days in an incubator (Centricol, Colombia), without neither light nor shaking. Each extract was evaluated in a concentration range from 0.0019 μg/n1־L to 7000 μg/n1־L. Only three isolates of T. mentagrophytes, four isolates of T. rubrum and no E. floccosum were tested with seed oil extract because of lack of inoculum. Each bioassay was carried out three times with each extract and dermatophytes isolate.


  The Minimum Inhibition Concentration (MIC) was measured as that in which there was no turbidity in the well, i.e., no fungal growth (100 % of growth inhibition).


  Statistical analysis


  Response variables (mean inhibition percentage) were analyzed by SAS software (Statistical Analysis System) with Duncan's multiple range test, in a completely randomized design, three replicates per treatment (each neem extract and their respective controls).


  RESULTS


  The antifungal activity assays showed different levels of growth inhibition between the 14 isolates of dermatophytes tested with the neem extracts. Table 1 shows significant differences between the leaves and seed oil extracts, in regard to their average fungal growth inhibition. This value was calculated as a mean percentage among all concentrations above and below the MIC of each extract. Therefore, it reflects the dimension of the activity range of each extract. Data on table 1 do not consider information from E. floccosum, in order to homogenate the output from both types of extracts.
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  The figure 1 shows actually how the growth ofthe fungi is inhibited by neem extracts. When comparing each well, the fungal growth is evinced by a white turbidity or little spots, whereas in the translucent wells there is no fungal growth. Note that solvent control (MeOH:DMSO 1:1) had no inhibitory effect on the growth of the tested dermatophytes; hence, solvent contribution to the activity of the extracts was negligible.
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  Between both neem extracts, leaves exhibited lower MICs (50 - 200 μg/mL) than seed oil (625 - 2500 μg/mL), in all the tested isolates (Table 2). However, positive control (Terbinafine) remains as the most effective antifungal compound, as their MICs (0.0313 - 0.0078 μg/mL) were the lowest of all.
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  In the chromatographic profile ofthe neem seed oil and leaves extracts, it was observed more than 25 peaks, which were more defined particularly between 14-18 minutes (Fig. 2). These peaks might represent at least 25 different terpenoids. Leaves extract showed higher concentration around 15 minutes, nearly fourfold of that of the seed oil extract. However, this two extracts had higher peaks concentration than the culture cell extract, which could explain the differences in their antifungal activity (see discussion below). It is important to consider that all the extracts were injected at the same concentration of 4 mg/L. The peaks exhibited by neem seed oil, leaves and cell suspensions extracts above 14 minutes are less polar compounds than azadirachtin, whose retention time is five minutes.
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  DISCUSSION


  Several authors have established the potential of neem extracts and their components as antifungal agents. Govindachari et al. (2000), by evaluating the tetranortriterpenoid azadiradione, isolated through preparative HPLC from neem seed oil, found a reduction of 76 % in the rust pustule count of P. arachidis at two concentrations of 1 and 10 μg/cm2. This same author (Govindachari et al., 1999) compared the effectiveness of neem leaf hexane extract against commercial fungicide Mancozeb on spore germination inhibition of Fusarium oxysporum and Colletotrichum lindemuthianum. They found that some fractions of the neem leaf extract were as effective as Mancozeb inhibiting the spore germination at concentrations of 400 - 2000 μg/cm2. They attributed this effect to the presence in these fractions of the compound 10-undecyn-1-ol. Similarly, Song et al. (2011) report that several triterpenoids possess antifungal activity against Colletotrichum gloeosporioides, in particular one compound with a 27 carbon chain and carboxylic groups.


  It is remarkable that the MICs of leaves (50 - 200 μg/mL), seed oil (650 - 2500 μg/mL), and cell suspension extracts (2500 - 5000 μg/mL; Ospina et al., 2014) were progressively incrementing, unlike their absorbance peaks between 14 -18 minutes were decreasing (Fig. 2). It could be inferred that the terpenoids present in this range of retention time are related to the antifungal activity of each extract.


  Although neem seeds kernels are more widely used to obtain terpenoids from organic extracts, some reports show that the leaves can also yield this kind of compounds. Suresh et al. (1997) isolated various peaks and pure compounds (isomeldenin and nimonol) from neem green leaves subjected to hexane-methanol partitioning and semipreparative plus analytical HPLC separation. Then, by evaluating in vivo disease severity of Puccinia arachidis on Arachis hipogaea (Fabaceae) leaflets, they observed that the pustule formation was lower when applying different concentrations of two isolated peaks and a mixture of six of them. Isomeldenin, nimonol and the methanol fraction were effective to a lesser extent in controlling the disease severity than the other fractions. In this work, it was found that leaves methanolic extract had higher antifungal activity than seed oil extract.


  As their HPLC profile reveals, neem extracts have compounds mainly present in retention time between 14 -18 minutes; hence, regarding to their variable concentration in each of them, they are thought to be responsible of the different antifungal activity. In the case of leaves extract, its high concentration of terpenoids at this retention times is related with its lower MICs. It is possible that the seed oil extract ought its lower activity to a lower content of terpenoids in these retention times, which would be terpenoids with low polarity.


  These peaks are complex mixtures of compounds, as other authors have suggested (Suresh et al., 1997). The evidence pointed out that these peaks have by themselves antifungal activity, which is lost when separated compounds, as azadiradione, nimbin and salanin, are evaluated. The activity was recovered when mixed together again. The previous results indicated that there is a synergistic or additive effect of terpenoids in the methanolic extract from neem seed oil. The findings of Ospina et al. (2014), are also in agreement with the prior hypothesis, considering that a non-polar fraction of a neem cultured cell extract was more effective in inhibiting the growth of dermatophytes than the raw extract per se.


  Although most of the previous works mention various microbial sensibility testings in vitro, one of the strengths of this study was to apply the reference broth microdilution method M38-A2 for filamentous fungi and dermatophytes, in order to determine the antifungal activity ofneem extracts. This method is more suitable than others for evaluate the susceptibility of dermatophytes to antifungal compounds, since it is widely recommended to establish standard MICs of common antimycotics as terbinafine, fluconazole, voriconazol, or even others.


  CONCLUSIONS


  Both the neem leaves and seed oil extracts were capable of inhibit the growth of T. mentagrophytes, T. rubrum, E. floccosum and M. canis. The extract from neem leaves had the highest antifungal activity of both, perhaps due to a higher concentration of terpenoids with low polarity, as its HPLC profi le revealed; the relation of HPLC profi les of each extract with their antifungal activity were consistent with previous results of these and other authors.


  Although MICs ofneem extracts were several magnitudes above those of the positive control Terbinafine, it is to consider that antagonistic effects could occurred between the different terpenoids present in them, as other authors have suggested. It is necessary to conduct further studies with pure isolated terpenoids of neem leaves and seed oil extracts employing the same bioassays methodology of this work.
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  RESUMEN


  En los ríos tropicales, la materia orgánica es la principal fuente de energía para las comunidades que allí habitan. Las principales proporciones de materia orgánica se encuentra la materia orgánica particulada gruesa (MOPG) y la materia orgánica particulada fina (MOPF). Por lo anterior, en este trabajo se evaluó el transporte de la MOPG, la MOPF y su relación con algunas variables físicas y químicas en tres tramos de un gradiente altitudinal de los 50 msnm hasta los 1700 msnm durante un ciclo diario en el río Gaira (Sierra Nevada de Santa Marta). Para lo cual se realizaron muestreos mensuales entre los meses de marzo a junio del 2008. Se detectaron diferencias significativas en la deriva de MOPG entre las estaciones, siendo la estación 2 (parte media) durante el primer muestreo, la que registró los valores más altos reportados para todo el estudio (474 kg m-3) y la estación 3 mostró la menor biomasa derivante (0.26 kg m-3). La MOPF registró valores similares durante todos los muestreos (0.58 - 6.34 g m-3). Sin embargo, se detectaron diferencias significativas en los muestreos tres y cuatro. Con el aumento de las lluvias, descendió el transporte de MOPG. Una relación inversa entre la velocidad del agua y el transporte de MOPG (rs = -0,70; n = 12; p < 0,05) se registró, mientras que la MOPF, presentó valores constantes. Los resultados de este trabajo coinciden parcialmente con lo registrado en la literatura, lo cual indica que las dinámicas de transporte de MO están relacionadas con las variaciones ambientales locales.


  Palabras clave: materia orgánica particulada gruesa, materia orgánica particulada fina, Río Gaira.

  


  ABSTRACT


  In tropical streams organic matter is the principal source of energy for the communities in the river. Main components of organic matter are coarse-particulate organic matter (CPOM) and fine particulate organic matter (FPOM). Therefore, transport of CPOM and FPOM and its relationship with some physical and chemical variables was evaluated, on three sections of an altitudinal gradient from 50 to 1700 masl during a daily-cycle at Gaira river. Samples were taken monthly from March to June 2008.-It was observed significant differences in drift of CPOM between stations. Station 2 (middle part), first sample, recorded the highest value (474 kg m-3) and station 3 showed the lowest lower value of drift biomass (0.26 kg m-3) during the study. FPOM showed similar values during all the sampling (0.58 - 6.34 g m-3). However, significant differences were detected between sampling three and four. Transport of FPOM decreased with the increase of precipitation. A inverse relationship between water velocity and transport of CPOM was observed, while the FPOM, showed constant values. These results are partiality similar to reported in the literature, because the dynamic of transport of OM is relationship with local variations environmental.


  Keywords: coarse particulate organic matter, fine particulate organic matter, Gaira River.

  


  INTRODUCCIÓN


  Las estimaciones del material transportado por la corriente, entre ellas la deriva del material orgánico particulado son un importante descriptor de la dinámica de un río (Wallace et al., 1991; Benfield et al., 2000), debido a que permiten conocer parte de la función del ecosistema acuático en el tramo a evaluar. Una de las variables en los ríos tropicales más influyentes en el transporte de la materia orgánica (MO), es la variación del caudal, la cual puede manifestarse a escala temporal, pero las variaciones periódicas, estacionales o de ciclo diario, se constituyen en condiciones permanentes a las que los organismos han debido responder adaptativamente (Rodríguez-Barrios et al., 2006).


  La MO que es transportada a lo largo del río, es un importante recurso energético y de nutrientes, principalmente en la cabecera de los ríos (Mathuriau y Chauvet, 2002; Wallace et al., 2007). La materia orgánica particulada gruesa (MOPG) es generada principalmente por la vegetación ribereña, la cual está constituida principalmente por el aporte de hojas, flores, frutos y ramas (Wallace et al., 1991; Webster et al., 1999; Wantzen y Junk, 2000), también se puede generar en el propio río a través de procesos físicos como la floculación de la materia orgánica particulada fina (MOPF). La MOPG y MOPF transportada en el gradiente altitudinal de un río varía en sus proporciones (Vannote et al., 1980), donde los mayores valores de MOPG se producen en la cabecera y disminuye con el gradiente altitudinal, mientras que la MOPF muestra un comportamiento contrario. Sin embargo, se han desarrollado pocos trabajos en ríos tropicales no permitan validar este comportamiento. El entendimiento de las variables que puedan estar asociadas al transporte de la MO en los ríos tropicales puede ser útil para entender la importancia del aporte de energía de los sistemas autotróficos asociados relacionados con los ríos tropicales, de tal forma que la mayor proporción de MOPG en un sistema puede ser considerado como de fuente alóctona, mientras que la MOPF puede ser alóctona o autóctona.


  El material transportado en la parte baja de un río sin llanura aluvial es en mayor proporción resultado de los aportes alóctonos de sus sectores previos (Naiman et al., 1987). Este hecho ha permitido que la cantidad y tipo de material transportado sea usado como un descriptor de procesos de la cuenca (Ramírez y Pringle, 2001). Sin embargo, son pocos los estudios de referencia en este tipo de ecosistemas tropicales, en los cuales se soportan estas hipótesis en condiciones naturales o ambientes no perturbados.


  En los ríos de la Sierra Nevada de Santa Marta, el aporte de la MO es un importante suministro energético incluso en la zona baja (Deluque, 2005). Esta energía es aprovechada, en primera instancia, como MOPG por los trituradores, los cuales junto con la acción mecánica de la corriente, ayudan a su transformación a MOPF. Aquí, la materia orgánica es aprovechada principalmente por filtradores y colectores (Wantzen et al., 2008). Además, por ser un sistema montañoso separado de los andes, presenta patrones hidrológicos y climáticos diferentes al andino (Sarmiento, 1987; Prosierra, 1998). De acuerdo a Vannote et al., (1980), se espera que las fracciones de MOPG dominen en la parte alta y media, mientras que la MOPF sea más abundante en la parte baja del río. Caso contrario debe evidenciarse en las cantidades de MOPF detectadas en los diferentes tramos, lo cual debería concordar con los grupos funcionales de las comunidades de macroinvertebrados dominantes en estos sistemas. Por ello, en este estudio se pretende evaluar la dinámica de la MOPG y MOPF que es transportada en un gradiente altitudinal (50 - 1700 m s.n.m.) durante un periodo de bajas precipitaciones, en un río de la Sierra Nevada de Santa Marta.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Los muestreos se desarrollaron en tres tramos de la cuenca del río Gaira. La Estación 1 ubicada en la parte alta (sector de San Lorenzo) a 1700 m s.n.m., esta localidad se encuentra bien conservada, cerca de esta zona no se realizan actividades agropecuarias extensivas se localiza entre los 11°10'2" N y 74°10'41,5" W. En la vegetación ribereña abundan árboles de gran tamaño que generan una sombra permanente sobre el lecho del río. La Estación 2 (Hacienda La Victoria) a 900 m s.n.m. localizado entre los 11°07'44,2" N y 74°05'35,8" W. En esta zona hay grandes extensiones de cultivos de café. La vegetación ribereña se encuentra poco conservada y se limita a 20 m del río. La Estación 3 (Puerto Mosquito) localizada a 50 m s.n.m. entre los 11°10'26" N, 74°10'37" W. La cobertura de la vegetación es abierta y hay poco bosque ribereño. Cerca de esta estación (aguas arriba) se encuentra una planta de captación de aguas y río abajo hay varias zonas del balneario, convirtiendo al sector en el más intervenido entre las estaciones de estudio. Las características físicas y ambientales de cada estación se describen detalladamente en Tamaris-Turizo et al. (2013).


  En cada tramo se realizaron cuatro muestreos, durante los meses de marzo a junio del 2008, lo cual coincidió con la época seca e inicio de las lluvias en la cuenca del río Gaira. En cada estación se realizó la evaluación del ciclo diario en las fechas: 19-23 de marzo (M1), 04-12 de abril (M2), 25 de abril al 3 de mayo (M3) y 11-20 de junio del 2008 (M4).


  Recolecta y cuantificación de la MO transportada


  Para la recolecta de la MOPG, en cada tramo del río se ubicaron tres trampas de deriva, cada una con un área de 0.045 m2 y un poro de red de 250 μm. Se ubicaron contra corriente permaneciendo sumergidas durante la exposición de las redes. Las trampas se desocuparon cada 12 horas (para evitar su colmatación), hasta completar el ciclo diario de 24 horas. En cada recolecta las muestras se preservaron con alcohol al 80 %, luego se rotularon por separado con información de la estación, fecha y hora.


  Para la toma de muestras de la MOPF se llenaron paulatinamente tres botellas plásticas (500 ml) con agua del río con muestras parciales cada 12 horas (en horas del día y la noche). Las muestras se mantuvieron refrigeradas durante el transporte al laboratorio. Este proceso se realizó en todos los tramos.


  Se considera MOPG a aquella materia orgánica particulada con un diámetro mayor a 1000 μm y la MOPF con un diámetro entre 1 μm y 1000 μm (Vannote et al., 1980). Sin embargo, en este estudio se evaluó la porción de la MOPF entre 45 μm y 1000 μm, debido a la disponibilidad de los filtros en laboratorio.


  Para medir la MOPG (constituida por: hojas, frutos, ramas y fragmentos de organismos). Se retiró del alcohol, luego se enjuagó con abundante agua y se pasó por un tamiz de 1 mm de poro. Posteriormente se llevó a la estufa a 60 ± 1 °C, por 48 horas o hasta obtener peso constante. Finalmente, se calcinó en una mufla a 550 °C durante 2 horas para obtener el peso seco libre de cenizas (PSLC). El transporte de MOPG se calculó utilizando la ecuación de Smock (2007) como se describe a continuación.


  D = g / (T V A)


  Donde D es densidad de deriva de la MOPG (g PSLC de MOPG x m3), g son los gramos de PSLC de la MOPG, T es el tiempo de exposición de la red (segundos), V es la velocidad de la corriente en la boca de la red (m s-1), A es el área sumergida de la red (m2).


  Para la medición de la MOPF, se fi ltraron 100 ml de agua de río por cada muestra mediante vacío utilizando filtros de fibra de vidrio (Whatman con poro de 45 μm). Los fi ltros se pesaron previamente en una balanza analítica (precisión ± 0,1 mg). El producto del filtrado se llevó a la estufa a 105 °C por 24 horas y posteriormente a la mufla a 550 °C durante 2 horas, para conocer su peso final. El transporte de MOPF se calculó de acuerdo a la ecuación de Smock (2007).


  D = g / Al


  En la cual D es la densidad de MOPF (g PSLC de MOPF Transporte de MOPFx m3) transportada, g son los gramos de PSLC de la MOPF, En la estación 1 se registraron los mayores valores de Al es la alícuota de agua filtrada la cual fue de 0,0001 m-3 en transporte de MOPG, con excepción del M1, en el cual la todas las muestras.


  Medición de las variables físicas y químicas


  De forma simultánea a la recolección de las muestras de MOPG y MOPF empleando un multiparámetro WTW, se midieron las siguientes variables físicas y químicas: temperatura del agua (°C), pH (unidades), conductividad (μs cm-1) y oxígeno disuelto (mg L-1). Adicionalmente se calculó el caudal en cada tramo del río utilizando un objeto flotador (para calcular la velocidad de la corriente) y con el ancho de la sección. A partir de la composición del lecho en las tres estaciones se estimó que el coeficiente de rugosidad de Manning el cual fue 0,8 (Monsalve, 1999) para corregir los valores de caudal. Cada 12 horas se calculó la velocidad de la corriente en la boca de las redes con ayuda de un objeto flotador.


  Análisis de datos


  Para evaluar las diferencias estadísticas entre las estaciones de muestreo y entre muestreos, sobre el transporte de MOPG y MOPF, se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis (K-W), debido a que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y/o homogeneidad de varianzas. Las pruebas que presentaron diferencias significativas se evaluaron con la prueba post hoc no paramétrico de Student-Newman-Keuls (SNK). Para conocer las relaciones entre las variables físicas, químicas y el transporte de MOPG y MOPF se una correlación múltiple de Spearman. Todos los análisis se realizaron en los programas Statgraphics Centurion XV, para Windows. Se trabajó con un nivel de significación del 5 %.


  RESULTADOS


  Durante el muestreo 1 (M1), los caudales fueron similares en las tres estaciones; sin embargo, la estación 2 en los tres primeros muestreos registró los mayores valores (0,41- 0,88 m3 s-1), seguido de la estación 3 (parte baja) (0,30- 0,4 m3 s-1), donde se registró el mayor caudal durante el muestreo 4 (M4) (1,44 m3 s-1). La estación 1 (parte alta), registró los menores valores durante el estudio (0,14 - 0,30 m3 s-1) (Tabla 1).


  [image: ]


  Transporte de MOPG


  En la estación 1 se registraron los mayores valores de transporte de MOPG, con excepción del M1, en el cual la estación 2 los presentó. Durante todas las campañas de muestreo, las menores tasas de transporte se evidenciaron en la estación 3, con excepción del M3, donde la menor deriva de MOPG se registró en la estación 2 (Tabla 2). Durante el primer muestreo, la biomasa de MOPG que derivó durante el ciclo diario en la estación 1 fue de 4,10 ± 0,2 kg m-3. En la estación 2 (474,74 ± 92,5 kg m-3) y seguido de una fuerte disminución en la estación 3 (0,34 ± 0,15 kg m-3). Durante el M2 los mayores valores de transporte de la MOPG se presentaron en la estación 1 (140,36 ± 51,8 kg m-3), seguidos de la estación 2 y finalmente la estación 3 con 109,91 ± 35,7 kg m-3 y 18,33 ± 10,1 kg m-3 respectivamente. Este mismo comportamiento se observó durante el M4. Sin embargo, los valores de biomasa transportada fueron muy inferiores a los reportados en los anteriores muestreos (Tabla 2).
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  Durante el M1 se detectaron diferencias significativas entre la biomasa transportada de MOPG entre las estaciones (p < 0,05; n = 17; K-W = 13,07). El análisis del diagrama de cajas y bigotes muestra que las estaciones 1 y 3 presentaron similares valores y la estación 2 presentó los valores más altos de biomasa y significativamente distintos a las otras dos estaciones (Fig. 1a). Este muestreo se desarrolló en época de sequía o aguas bajas en la zona. En el M2 se evidenciaron diferencias significativas del transporte de MOPG entre las estaciones evaluadas (p < 0.05; n =18; K-W = 7,52); durante el desarrollo de este trabajo en las estaciones 2 y 3 se presentaron algunas precipitaciones. En el diagrama de cajas y bigotes se observan similares valores de biomasa de MOPG en las estaciones 1 y 2, pero la estación 1 es significativamente distinta en un 95% de la estación 3 (Fig. 1b). En el tercer muestreo al igual que en el primero y el segundo, se encontraron diferencias significativas en la deriva de MOPG entre las estaciones (p < 0,05; n = 18; K-W = 9,08). Sin embargo, la estación 1 difirió significativamente de las estaciones 2 y 3 (Fig. 1c). Este mismo comportamiento se evidenció en el M2, en el cual se presentaron fuertes lluvias en la estación 2 (Fig. 1d).
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  En cuanto al ciclo diario, no se detectaron diferencias significativas entre el transporte de MOPG durante el día y noche (p > 0,05; n = 24; W=0,00). Esto evidencia que los procesos de deriva de MOPG fueron constantes durante los días monitoreados. Sin embargo, durante la mayoría de muestreos los valores de deriva de MOPG aumentaron durante las noches, excepto en las estaciones 2 y 3 en M3 y en la estación 1 durante M4 (Fig. 2).
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  Transporte de MOPF


  El transporte de MOPF total que derivó durante todo el estudio en las estaciones 1, 2 y 3 fue respectivamente: 14,81, 9,32 y 15,11 g m-3. Los mayores valores se registraron en la estación 3, seguida de la estación 1, la estación con el menor valor fue la 2. Sin embargo, esta tendencia no fue constante durante el estudio (Fig. 3). Durante el M1, correspondió al momento de aguas bajas, el mayor transporte de MOPF se dio en la estación 2 con 4,78 g m-3 y el menor en la estación 1 con 1,90 g m-3. Durante el M2, la MOPF transportada en la estación 1 fue 3 veces mayor que en el muestreo anterior (M1) (6,36 g m-3) y 1.5 veces mayor que los muestreos siguientes (M3 y M4) con 3,17 y 3,37 g m-3 respectivamente. La tendencia registrada en la estación 2 durante los muestreos mostró un descenso en el transporte de la MOPF (hasta 0,93 g m-3), a su vez aumentaron las precipitaciones y los niveles de caudal del sector. En la estación 3, la MOPF aumentó gradualmente durante los tres primeros muestreos (2,15 a 6,34 g m-3). Sin embargo, durante el M4 se observó una disminución en este transporte (2,45 g m-3).
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  Durante los dos primeros muestreos no se detectaron diferencias significativas en el transporte de MOPF entre las estaciones. Este periodo correspondió a época de sequía (Tamaris-Turizo et al., 2013). Sin embargo, en M3 se encontraron diferencias significativas a lo largo del río (p < 0,05; n = 13; K-W = 10,51), con los mayores valores de en la estación 3 (3,19 g m-3), seguida por la estación 1 (3,17 g m-3); finalmente la estación 2 (1,71 g m-3). En M4, los valores más altos de biomasa de MOPF, se reportaron en la estación 1 con 3,37 g m-3, seguido por la estación 3 con 2,45 g m-3 y nuevamente la estación 2 presentó los menores valores (0,93 g m-3). Este periodo hidrológico correspondió al inicio de la época de estabilidad pluviométrica para la zona, en la cual las precipitaciones fueron constantes. La estación 2 presentó los valores más altos de MOPF (3,61 g m-3) durante el M1, hay que anotar que durante este muestreo se presentaron lluvias en esta estación y correspondió a las primeras precipitaciones de gran intensidad luego de la época de sequía.


  No se encontraron diferencias (p > 0,05; n = 30 W = 389,5) en el transporte de MOPF durante el ciclo diario, durante ninguno de los muestreos, lo que demuestra que la tasa de transporte de MOPG y MOPF fueron similares durante el día y la noche, y que el leve incremento del caudal que generalmente se presenta al inicio de las horas de la noche, no produce un efecto significativo sobre la deriva de estas fracciones de MO. De igual forma, las variables químicas evaluadas durante este trabajo, no tuvieron efectos significativos sobre el transporte de MOPG y (p > 0,05). Sólo la velocidad tuvo un efecto significativo sobre el transporte de la MOPG (rs = -0,70; n = 12; p < 0,05).


  DISCUSIÓN


  La velocidad tuvo un efecto significativo sobre el transporte de la MOPG (rs = -0,70; n = 12; p < 0,05), lo que sugiere que las variables hidráulicas influyen en el transporte de este material (Wilcox et al., 2008). Esto significa que tal como se evidenció en este estudio no es suficiente evaluar el aumento de los caudales en términos de cantidad de agua que pasa por una sección, si no de enfocar los estudios realizados sobre las comunidades biológicas en las fuerzas físicas que ejerce el fluido sobre los organismos y la capacidad que éstos tienen a resistir dichas fuerzas (Allan y Castillo, 2007). Las variables químicas no tuvieron efectos significativos sobre el transporte de MOPG (p > 0,05).


  Transporte de MOPG y MOPF


  La biomasa MOPG yMOPF detectadas en este estudio durante los dos primeros muestreos fue elevada, especialmente por la biomasa de MOPG derivada en la estación 2 durante M1. Esta deriva estuvo influenciada por las precipitaciones que se dieron durante el muestreo, ya que la MOPG que se encontraba almacenada en el lecho del río, piedras, ribera y deltas, fue arrastrada luego de unas lluvias finalizando la época bajas precipitaciones, lo que produce aumento en los niveles del caudal y arrastre del material, como lo sugieren Gonçalves et al. (2006), Ríos (2008) y Rodríguez-Barrios (2008). Así mismo, Cano (2003) en un estudio de trasvase de una quebrada en Medellín, encontró significancia en la variación del caudal sobre el transporte de MOPG y MOPF. Sin embargo, Ríos (2008), en la cabecera de un río andino ecuatoriano, reportó que los mayores valores de deriva de MOPG se dieron durante la época de aguas bajas, aunque los datos registrados no fueron estadísticamente diferentes a la época de lluvias.


  Durante los siguientes muestreos la parte alta del río presentó la mayor biomasa derivante de MOPG, las cuales fueron significativamente diferentes a las demás estaciones, verificando de esta manera que las mayores fracciones de MOPG se dieron en la cabecera de los ríos y disminuyeron con el gradiente altitudinal (Vannote et al., 1980). Por otro lado, el transporte de MOPF no presentó esta tendencia clara, ya que el mayor transporte se dio en la estación 3, pero seguido de la estación 1 y finalmente las menores tasas en la estación 2. Sin embargo, durante M1 la mayor deriva de MOPF se dio en la estación 2; lo que puede significar que esta dinámica puede estar relacionada con otras variables no evaluadas en este estudio, tales como la pendiente, composición del suelo y las precipitaciones locales y puntuales como lo sugieren Bilby y Likens (1979) para un río en New Hampshire (USA). Aunque, Rodríguez-Barrios et al. (2008) encontraron que el transporte de la MOPF se encuentra asociado con la dinámica de las precipitaciones; por tanto, las precipitaciones no sincrónicas que se dan en el río Gaira (Sierra Nevada de Santa Marta) pueden influir sobre la dinámica de deriva de la MO.


  Para conocer la dinámica del transporte de MO, es necesario cubrir los meses correspondiente a la temporada de lluvias en la zona (septiembre - noviembre), puesto que en este estudio se muestreo sólo en la época de aguas bajas e inicio de las precipitaciones en el sector. Los datos de MOPG reportados en este estudio fueron muy elevados comparados con los reportados por Ríos (2008), Rodríguez-Barrios (2008). Sin embargo, fueron tres veces más altos a la mayor tasa de deriva reportada por Deluque (2005), la cual fue de 117,7 kg d-1 en la parte baja del río Gaira, durante el mes de enero; a pesar de todo, en este mes se presentaron fuertes precipitaciones en este año (Tabla 3). El transporte de MOPF fue un poco mayor al registrado por Rodríguez-Barrios et al. (2008). Pero en este estudio se evidencian altas tasa de deriva de MOPF en todas las estaciones y tiempos de muestreo (marzo-junio).
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  CONCLUSIONES


  De acuerdo a lo encontrado en este estudio, el río Gaira se ajusta a los criterios descrito por Vannote et al. (1980) en cuanto al transporte de MO a lo largo del río debido a: 1) La mayor cantidad de biomasa de MOPG transportada se presentó en la estación 1, ubicada en la cabecera del río. 2) La velocidad de la corriente presentó una relación inversa con el transporte de MOPG, lo cual implica que esta variable física es de mucha importancia en el transporte de MO y por ende de energía en los sistemas acuáticos. 3) la deriva de la MOPG y la MOPF disminuyó con el aumento de las precipitaciones, lo cual debe estar relacionado con el lavado de MO que ocurre con las primeras lluvias.
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  RESUMEN


  Durante un estudio de la fauna de artrópodos asociada a montículos de detritos de hormigas de la especie Atta colombica Guérin-Méneville, 1844 (Hymenoptera: Formicidae) en la hacienda Santa Isabel, corregimiento de Patio Bonito, Córdoba, se encontraron representantes de la familia Cheiridiidae. Por tanto, estos pseudoescorpiones se convierten en el primer reporte de la familia para Colombia y por primera vez se registra su presencia en detritus de hormigas. Así mismo, este reporte, amplía su distribución conocida para Suramérica.


  Palabras clave: Atta colombica, Cheiridiidae, detritos, pseudoescorpiones.

  


  ABSTRACT


  During a study of the arthropod fauna associated with mounds of detritus produced by Atta colombica (Hymenoptera: Formicidae) in the Santa Isabel estate, locality of Patio Bonito, Córdoba, were found representatives of the family Cheiridiidae. Therefore, these pseudoscorpions becomes in the first report of the family to Colombia and for the first time is recorded its presence in ant detritus. Also, this report extends its known distribution range in South America.


  Keywords: Atta colombica, Cheiridiidae, detritus, pseudoscorpions.

  


  Colombia se encuentra catalogado como un país megadiverso (Romero, 2012), actualmente se han descrito 12 familias, 31 géneros y 45 especies de pseudoescorpiones, datos que se encuentran subvalorados, si se tiene en cuenta los altos valores de diversidad biótica existentes en el país y su influencia tropical, ofreciendo un potencial para encontrar nuevas especies (Ceballos y Flórez, 2007).


  La familia Cheiridiidae contiene dos subfamilias, Cheiridiinae con cinco géneros (Apocheiridium, Cheiridium, Cryptocheiridium y Neocheiridium) presentes en Suramérica y Nesocheiridium restringido hacia las islas del pacifico, Pycnocheiridiinae con dos géneros Leptocheiridium de Ecuador y Pycnocheiridium de Sur África (Beier, 1957; Vitali di Castri, 1962, Vitali di Castri, 1965; Weygoldt, 1969; Benedict, 1978; Vitali di Castri, 1983; Cooney y Snider, 1995; Mahnert y Schmidl, 2011; Harvey, 2013). Estos pseudoescorpiones son considerados cosmopolitas, pues su distribución, se encuentra influenciada por actividades humanas y pueden ser hallados en nidos de aves como los gorriones, establos e invernaderos y viviendas, entre otros microhábitat (Cooney y Snider, 1995; Mahnert y Schmidl, 2011).


  El estudio se llevó a cabo en el mes de diciembre de 2013, en la hacienda Santa Isabel (8°36'42,1" N y 75°44'32,3" W), corregimiento de Patio Bonito, departamento de Córdoba (Fig. 1). De acuerdo con Bravo y Rodiño (2013) este sector se caracteriza por ser una zona boscosa que ocupa una área de 10 ha y una altura de 72 m s.n.m., siendo un ecosistema que corresponde a bosque seco tropical bs-T (Fig. 2a), con promedios de precipitación de 1225 mm y temperatura promedio de 27 °C.
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  Se examinó un montículo de detritos de hormigas de la especie Atta colombica Guérin-Méneville, 1844 (Hymenoptera: Formicidae) (Fig. 2b); su selección obedece, a la ubicación en el interior del bosque, tamaño y ser el mejor conservado de la zona. Para la colecta se utilizó un cuadrante de 0,25 m2 (replicado tres veces), recogiendo toda la muestra de detrito contenida dentro del cuadrante, hasta una profundidad máxima de 10 cm, y luego depositándolo en bolsas selladas para evitar la pérdida de humedad (Rojas, 1989). Posteriormente, el material se procesó en un embudo de Berlesse (Gabbutt, 1970), y se realizó una revisión directa de las muestras, método propuesto por Mahnert y Adis (2002) para el estudio de pseudoescorpiones. Los individuos se sometieron a procesos de aclaramientos de las partes disectadas en ácido láctico al 70 % o hidróxido de potasio al 10 %, luego se realizaron montajes en portaobjetos excavado con alcohol en gel o glicerina, dependiendo del nivel de esclerotización de los individuos. Para la identificación a nivel de familia se utilizaron las claves taxonómicas especializadas de Harvey (1992), Mahnert y Adis (2002), y Buddle (2010). El material se depositó en las Colecciones Zoológicas de la Universidad de Córdoba (CZUC).


  Los ocho especímenes, se identificaron como miembros de la familia Cheiridiidae (Fig. 2c-d), por presentar la combinación de caracteres como un par de ojos pequeños ubicados cerca del margen del carapacho; el escudo prosómico subtriangular y subdividido en dos regiones por un surco que lo recorre y que da la apariencia que estuviese completamente dividido; así como una depresión circular ubicada cerca del margen posterior (Fig. 3a); abdomen subovado, más grande que el cefalotórax; placa anal rodeada por el esternito XI y la coxa IV más grande que la coxa I. Así mismo, presentaron dos tricobotrios en el dedo móvil de la pinza del pedipalpo (Fig. 3b), la tercera seda del Rallum del quelícero más grande que las otras (Fig. 3c) y fémur y patela de las patas I-IV fusionados (Fig. 3d-e).
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  Con este resultado se incrementa a 13 el número de familias de pseudoescorpiones, corroborando los altos valores de diversidad en Colombia y convirtiéndose en el primer registro de esta familia para el país. Además, por primera vez, se refieren especímenes de la familia Cheiridiidae en nidos de hormigas, pues anteriormente solo se habían registrado representantes de la familia Chernetidae y Atemnidae (Holldobler y Wilson 1990; Zeh y Zeh, 1990; Cole et al., 1995) en nidos de estos insectos.
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  ABSTRACT


  Aristelliger georgeensis, previously known to occur in the Yucatan peninsula (Mexico), the coasts and islands from Belize and Honduras, and the oceanic islands of Colombia in the Caribbean (San Andres, Providence and Saint Catalina) was registered for the first time in Roncador Cay, a flat and small island of coralline origin, located in the southwest of the Caribbean. Being considered as an endangered species at the national level, the new locality for this gecko constitutes an opportunity for its conservation. Some topics regarding the possible origins of this new population are discussed. This new locality represents the eastern most documented record of this species so far.


  Keywords: Conservation, new locality, Saint George Island Gecko.

  


  RESUMEN


  Aristelliger georgeensis, previamente conocido de la península de Yucatán (México), las costas e islas de Belice y Honduras y de las islas oceánicas de Colombia en el Caribe (San Andrés, Providencia y Santa Catalina), fue registrado por primera vez en el Cayo Roncador, una isla plana y pequeña de origen coralino, ubicada en el suroccidente del Caribe. Siendo considerada como una especie amenazada a nivel nacional, la nueva localidad para este geco constituye una oportunidad para su conservación. Se discuten algunos tópicos relacionados con el posible origen de esta nueva población. Esta nueva localidad representa el registro documentado más al Este para la especie.


  Palabras clave: Conservación, geco pestañudo, nueva localidad.

  


  Aristelliger georgeensis (Bocourt, 1873), known from Colombia in the San Andres, Providence and Saint Catalina archipelago as the Screeching Lizard, is a species of the Sphaerodactylidae family, with a distribution covering the Caribbean regions from the Yucatan peninsula in Mexico throughout Belize coasts and Honduras (some islands included) to the oceanic islands of Colombia (Bauer and Russell, 1993; Reptile-database.org, 2015). Its common name in English is Saint George Island Gecko, making reference to the locality type, an island near Belize. It is a species restricted to the Caribbean, with presence in small size islands and coasts with coralline-origin formations. This gecko is considered endangered (category EN B1 + 2bc) at the national level in Colombia, because it is restricted to small, fragmented and constantly decreasing areas of the country's oceanic islands in addition to some rejection from the human population (Castro-Herrera, 2002). Its presence in Colombia has only been registered in the San Andres, Providence and Santa Catalina islands. Here we report for the first time this species in one of the oceanic cays of coralline origin, located in the easternmost point of the known distribution for this gecko.


  Observations were made at the night on March 24th of 2014, covering all the Roncador Cay (13°34' N, 80°05' W), which is located 140 km east of Providence Island (the nearest location where A. georgeensis was previously registered). An intensive search included the National Navy facilities, sandy beaches of coralline origin, beaches with coralline rubble of different sizes, internal plains of the cay where big massive and ramified coral blocks prevail, sectors with creeping and shrub-like vegetation [i.e., Sesuvium portulacastrum Linnaeus, 1753, Ipomoea pescaprae (L.) Brown, 1818, and Suriana maritima Linnaeus, 1753], sectors of scattered coconut trees (Cocos nucifera Linnaeus, 1753) and sectors of few red mangle trees (Rhizophora mangle Linnaeus, 1753). In three hours of search, twenty individuals of A. georgeensis were observed, most of them gathering on or among the coral rubble (Fig. 1). None of the individuals were observed on the sandy plains or in the Navy facilities.
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  The colonization of a cay of such a small size and so remote location could be explained by: 1) a natural dispersal event in which some individuals arrived to Roncador on floating objects (i.e., vegetation), coming from other islands of the western Caribbean or the mainland (Honduras, Belize, Mexico). Geckos are known to possess several characteristics that favor their dispersal across sea gaps (e.g., geckos cling to moving structures, can survive long periods without food, can storage food reserves in the tail, do not require permanently free water sources, their skin is relatively impermeable to uptake of salts from the sea, and can survive long periods of exposure to sea water ([Kluge, 1969], or 2) the species has been recently introduced by human activities, as occurred in the same way with other lizards in the Great Caribbean (e.g. Helmus et al., 2014). The Colombian Navy staff makes monthly changes of the guard in these oceanic cays, where they have military facilities and carries out, with some periodicity, repairs and constructions on them. Food and construction materials come in the cays during these operations, transported by ships set sailing from the San Andres Island and alternatively from Providence.


  During an intensive search at night in Serrana Cay (April 5th, 2014), other cay of similar size of Roncador, located 145 km northeast from Providence Island and where there is also a military facility, none of such gecko was found. It is worth noting that Serrana Cay differs from the Roncador Cay because the former cay is formed mainly by sandy soil while in Roncador there are a lot of coralline rubbles and hard surfaces (Fig. 1).


  Being this lizard included among the endangered species category in Colombia, it is critical to identify the best explanatory hypothesis regarding its presence in Roncador: dispersal or introduction. Conducting a genetic study using a phylogeographic approach would disentangle these two explanations. As anthropogenic introductions are recent (decades in this case), the genetic divergence from source populations would be minimal. On the other hand, stochastic events such as natural dispersal will lead to more genetic variation as events may have occurred long time ago (Gamble et al., 2011). If introduction is the best explanation, it is then necessary to determine whether its presence in this island constitutes an opportunity for settling a stable population with some relevance for its conservation. This would imply that Roncador would become an alternative of another location in Colombia for this endangered species. This of course does not take into account whether or not this gecko has already fit in the food web and trophic dynamics of the island, as predator of small invertebrates or as prey of other taxa (i.e., birds and terrestrial crabs).


  Species introduction became a constant in the Caribbean islands, at the point that all biogeographic dynamics on the herpetofauna should be reviewed, taking into account those introduction processes (Helmus et al., 2014), because in some cases such introductions reach or surpass the local extinction rates (Sax et al., 2000) and with this, diversity patterns are affected. From a conservation perspective, it is urgent to eradicate the exotic populations of the Golden Tegu (Tupinambis teguixin) in San Andres to protect the populations of native vertebrates on this island (Rueda-A, 1999). Tegu lizards were introduced in San Andres since 1975 (Pacheco, 2012). In addition, Hemidactylus frenatus, another gecko species from Asian origin and nowadays worldwide introduced, appears to be a potential competitor of A. georgeensis in San Andres and Providence (Caicedo-Portilla and Dulcey-Cala, 2011). In contrast, in Roncador Cay there is no major predators on Aristelliger, no individuals of Hemidactylus were found, and there seems to be sufficient microhabitats to maintain a stable population of the Screeching Lizard. Colombian authorities should improve control measurements to prevent Navy personnel, occasional tourists and fishermen to accidentally bring alien species into Roncador Cay.
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  RESUMEN


  El estudio de los insectos asociados a la epidemiología de la leishmaniasis, en la costa Caribe colombiana, se ha concentrado en los departamentos de Sucre y Córdoba, por consiguiente existe un escaso conocimiento de la fauna de flebotomíneos del resto de la región. En la presente nota se presentan cuatro nuevos registros de Lutzomyia spp., para el departamento de Cesar. Los insectos fueron colectados con dos trampas de luz tipo CDC, equipadas con LED de color azul, en el Balneario Hurtado de la ciudad de Valledupar, Cesar. Se recolectaron en total 50 flebotomíneos, los cuales estuvieron representados por las especies Lutzomyia cayennensis cayennensis (38 %), L. evansi (28 %), L. trinidadensis (14 %), L. venezuelensis (10 %), L. micropyga (6 %) y L. rangeliana (2 %). Como primeros registros para el departamento sobresalen L. evansi, L. venezuelensis, L. micropyga y L. rangeliana, con lo que se eleva a ocho el número de especies reportadas hasta la fecha en el Cesar. Entre los nuevos registros se destaca el hallazgo de L. evansi, reconocido vector de Leishmania spp. en la costa Caribe de Colombia.


  Palabras clave: Colombia, Cesar, leishmaniasis, flebotomíneos, vectores, Phlebotominae.

  


  ABSTRACT


  Studies of the insects associated with the epidemiological cycle of leishmaniasis on the Caribbean coast of Colombia have been focused on the departments of Sucre and Córdoba. The phlebotomine sand fly fauna of the rest of the Caribbean region remains little known. In the present study four species of the genus Lutzomyia are reported from the department of Cesar for the first time. Sand flies were sampled using two CDC light traps with blue color LEDs at Balneario Hurtado, a tourist area in the city of Valledupar. A total of 50 phlebotomine sand flies were collected, of which the species Lutzomyia cayennensis cayennensis (38 % of the sample) and L. trinidadensis (14 %) were already known from the departament. Specimens of L. evansi (28 %), L. venezuelensis (10 %), L. micropyga (6 %) and L. rangeliana (2 %) represent the first records of these species for Cesar, raising the number of known occurrences from the department to eight species. Noteworthy among the new records is the sandfly L. evansi, recognized vector de Leishmania spp. in the Colombian Caribbean coast.


  Keywords: Colombia, Cesar, leishmaniasis, sandflies, vectors, Phlebotominae.

  


  En Colombia están registradas 153 especies de Lutzomyia França, 1924 (Bejarano y Estrada, 2015), género que agrupa a los insectos transmisores de los parásitos causantes de la leishmaniasis en América (Young y Duncan, 1994). En la costa Caribe colombiana, el estudio de estos insectos se ha concentrado en los departamentos de Sucre y Córdoba, por consiguiente existe un escaso conocimiento de la fauna de flebotomíneos del resto de la región. Solo cuatro especies han sido reportadas en el departamento de Cesar (Bejarano, 2006): Lutzomyia cayennensis cayennensis (Floch y Abonnenc, 1941), L. disiuncta Morales, Osorno y Osorno-Mesa, 1974, L. gomezi (Nitzulescu, 1931) y L. trinidadensis (Newstead,1922). Esto lo sitúa entre los departamentos colombianos con menor número de especies de Lutzomyia, pese a que su territorio abarca parte de la Serranía de Perijá y de la Sierra Nevada de Santa Marta, esta última reconocida por su extraordinaria riqueza biológica (Bejarano et al., 2015). En esta nota breve se presentan cuatro registros nuevos de especies de Lutzomyia para el departamento del Cesar.


  Los muestreos se desarrollaron en el Balneario Hurtado (10°30'6,84" N - 73°16'28,92" W), zona turística ubicada a orillas del Río Guatapurí, dentro del perímetro urbano de la ciudad de Valledupar, capital del departamento del Cesar. Por sus características ecológicas la zona se clasifica como bosque seco tropical, con una altura de 168 m s.n.m., una temperatura promedio anual de 28,4 °C y precipitaciones de aproximadamente 1000 mm por año. El material entomológico se recolectó con dos trampas de luz tipo CDC, equipadas con led de color azul, entre las 18:00 y las 06:00 horas del 6 y 19 de julio de 2013. El esfuerzo de captura fue de 24 horas por trampa, lo que totaliza 48 horas de muestreo. Los flebotomíneos fueron clarificados en una mezcla de ácido láctico y fenol, en proporción 1:1 (volumen/ volumen), y se identificaron en fresco. La determinación taxonómica de especie se basó en las claves de Young y Duncan (1994) y Galati (2013). Para la clasificación genérica se adoptó el esquema tradicional de tres géneros americanos, constituidos por Lutzomyia, Brumptomyia França y Parrot, 1921 y Warileya Hertig, 1948. Para el análisis se determinó el número de ejemplares de cada especie de flebotomíneo según el sexo, así como el número total absoluto y porcentual. Algunos de los especímenes fueron nuevamente montados de manera permanente en Bálsamo de Canadá y estarán depositados en la Colección Zoológica de la Universidad de Sucre, en Sincelejo, Colombia.


  Se recolectaron en total 50 flebotomíneos pertenecientes a seis especies de Lutzomyia (Tabla 1), entre las cuales se destacan L. evansi (Nuñez-Tovar, 1924), L. trinidadensis (Newstead, 1922) y L. rangeliana (Ortíz, 1952) por sus antecedentes relacionados con la transmisión de Leishmania spp. en Colombia y Venezuela (Bonfante-Garrido et al., 1990; Travi et al., 1996; Bonfante-Garrido et al., 1999; Cochero, 2002; Bejarano et al., 2012).
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  Es notable, particularmente, el hallazgo de L. evansi que es reconocido como vector de Leishmania infantum Nicolle, 1908, agente etiológico de leishmaniasis visceral. En el Caribe colombiano, esta especie flebotomínea también se ha encontrado asociada a la transmisión de Le. braziliensis Vianna, 1911 (Bejarano et al., 2012), uno de los patógenos causantes de la leishmaniasis cutánea, de la cual se registraron 88 casos en el departamento de Cesar, entre los años 2013 y 2014 (Sivigila, 2013; Sivigila, 2014), sin que el vector involucrado en la transmisión haya sido identificado.


  Como primeros registros para el departamento de Cesar sobresalen L. evansi, L. venezuelensis, L. micropyga y L. rangeliana, la primera de las cuales posee una amplia distribución geográfica que va desde México (Ibáñez-Bernal et al., 2004) hasta Venezuela (Young y Duncan, 1994) y en Colombia ha sido registrada en los departamentos de Antioquia, Atlántico (Maestre-Serrano et al., 2010), Bolívar, Casanare, Córdoba, La Guajira, Magdalena, Meta (Molina, 1997), Norte de Santander, Santander y Sucre (Bejarano, 2006). Por su parte, L. venezuelensis está restringida a Colombia y Venezuela (Young y Duncan, 1994) y su presencia ha sido informada en los departamentos de Antioquia, Bolívar (Cortés, 2006), Cundinamarca, La Guajira, Magdalena, Meta, Norte de Santander, Santander, Sucre y Vaupés (Bejarano, 2006). Por otro lado, la distribución de L. micropyga se extiende desde Costa Rica hasta Brasil (Young y Duncan, 1994), incluidos los departamentos de Amazonas, Antioquia, Bolívar, Boyacá, Caldas, Casanare, Chocó, Córdoba, Cundinamarca, Guaviare (Cabrera et al., 2009), La Guajira, Magdalena, Meta, Nariño, Norte de Santander, Putumayo, Santander, Sucre, Tolima y Valle del Cauca (Bejarano, 2006). Por último, L. rangeliana está presente en Panamá, Colombia, Venezuela y Trinidad y Tobago (Young y Duncan, 1994). Su distribución, en el territorio colombiano, incluye a Atlántico (Maestre-Serrano et al., 2010), Bolívar, Córdoba, Cundinamarca, La Guajira, Magdalena, Sucre y Tolima (Bejarano, 2006).


  Para concluir se eleva a ocho el número de especies de Lutzomyia registradas en el departamento de Cesar, a las ya conocidas L. cayennensis cayennensis, L. disiuncta, L. gomezi y L. trinidadensis, se suman L. evansi, L. venezuelensis, L. micropyga y L. rangeliana, entre las cuales se destaca la primera especie por su historial epidemiológico.


  AGRADECIMIENTOS


  Al Biólogo Edgar Ortega por su valiosa colaboración en la identificación de algunos especímenes.

  


  REFERENCIAS


  Bejarano EE. Lista actualizada de los psicódidos (Diptera: Psychodidae) de Colombia. Folia Entomol Mex. 2006;45(1):47-56.


  Bejarano EE, Estrada LG. Family Psychodidae. In: Wolff, Nihei, Pérez, de Carvalho, editors. Catalogue of Diptera of Colombia. Auckland: Magnolia Press; 2015. Zootaxa. In Press.


  Bejarano EE, Pérez-Doria A, Paternina LE, Paternina-Gómez M, Martínez L. Natural infection of Lutzomyia evansi (Diptera: Psychodidae) with Leishmania (Viannia) spp. in northern Colombia. Am J Trop Med Hyg. 2012;87(Suppl):173.


  Bejarano EE, Uribe SI, Pérez-Doria A, Egurrola J, Dib JC, Porter CH. Nuevos hallazgos de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae) en la Sierra Nevada de Santa Marta, Colombia. Acta Biol Colomb. 2015;20(1):221-224. Doi: 10.15446/abc.v20n1.45176.


  Bonfante-Garrido R, Urdaneta R, Urdaneta I, Alvarado J, Perdomo R. Natural infection of Lutzomyia rangeliana (Ortiz, 1952) (Diptera: Psychodidae) with Leishmania in Barquisimeto, Lara State, Venezuela. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1999;94(1):11. Doi: 10.1590/S0074-02761990000400015.


  Bonfante-Garrido R, Urdaneta R, Urdaneta I, Alvarado J. Natural infection of Lutzomyia trinidadensis (Diptera: Psychodidae) with Leishmania in Barquisimeto, Venezuela. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1990;85(4):477. Doi: 10.1590/S0074-02761999000100005.


  Cabrera OL, Mosquera L, Santamaría E, Ferro C. Flebótomos (Diptera: Psychodidae) del departamento de Guaviare, Colombia, con nuevos registros para el país. Biomédica. 2009;29(1):73-86. Doi: 10.7705/biomedica.v29i1.43.


  Cochero S. Papel de Lutzomyia evansi como vector de leishmaniasis visceral en Los Montes de María (Tesis de Pregrado en Biología). Sincelejo: Universidad de Sucre; 2002. 93 p.


  Cortés LA. Foco de leishmaniasis en El Hobo, municipio de El Carmen de Bolívar, Bolívar, Colombia. Biomédica. 2006;26(Supl. 1):236-241. Doi: 10.7705/biomedica.v26i1.1518.


  Floch H, Abonnenc E. Phlébotomes de la Guyane française (I). Arch Inst Pasteur Guyane Terr Inini. 1941;15:1-23.


  França C, Parrot L. Essai de classification des Phlebotomes. Arch Inst Pasteur Afr nord. 1921;1:279-284.


  França C. Notes parasitologiques. J Ciênc Mat Fís Nat. 1924;17:1-12.


  Galati EAB. Phlebotominae (Diptera, Psychodidae). Classificação, morfologia, terminologia e identificação de Adultos. Vol. I. Apostila, Disciplina HEP 5752, Bioecologia e Identificação de Phlebotominae. 2013. São Paulo: Universidade de São Paulo; 2013. 124 p.


  Hertig M. A new genus of bloodsucking Psychodids from Peru (Diptera, Psychodidae). Ann Entomol Soc Am. 1948;41(1):8-16.


  Ibáñez-Bernal S, Rodríguez-Domínguez G, Gómez-Hernández CH, Ricardez-Esquinca JR. First record of Lutzomyia evansi (Nuñez-Tovar 1924) in Mexico (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae). Mem Inst Oswaldo Cruz. 2004;99(2):127-129. Doi: 10.1590/S0074-02762004000200002.


  Maestre-Serrano R, Cabrera OL, Santamaría E. Especies de Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) asociadas al primer caso autóctono de leishmaniasis cutánea en el departamento del Atlántico (Colombia). Resúmenes XXXVII Congreso Sociedad Colombiana de Entomología. Bogotá: Socolen;2010. 176 p.


  Molina J. Sitios de reposo de Lutzomyia sp.: condiciones microclimáticas en las raíces tabulares. Biomédica. 1997;17(Supl. 2):151-152.


  Morales A, de Osorno F, Osorno-Mesa E. Phlebotominae de Colombia. X. Descripción de la hembra de Lutzomyiadendrophila (Mangabeira, 1942) y del macho y la hembra de Lutzomyia disiuncta sp. n. (Diptera, Psychodidae). Rev Bras Biol. 1974;34(3):443-452.


  Newstead R. A new species of Phlebotomus from Trinidad. Ann Trop Med Parasitol. 1922;16(1):47-50.


  Nitzulescu V. Sur un phlébotome nouveau du Vénézuela: P. gomezi n. sp. Ann Parasitol Hum Comp. 1931;9(3):247-255.


  Nuñez-Tovar M. Mosquitos y flebótomos de Venezuela. Caracas: Litografía y Tipografía del Comercio; 1924.


  Ortíz I. Sobre dos nuevos machos del género Phlebotomus (Diptera, Psychodidae). Rev Venez Sanid Asist Soc. 1952;17(1):153-158.


  SIVIGILA-Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública. Informe final Leishmaniasis 2013. Bogotá: Instituto Nacional de Salud; 2013. 24 p.


  SIVIGILA-Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública. Semana epidemiológica número 51 de 2014. Boletín epidemiológico semanal. Bogotá: Instituto Nacional de Salud; 2014. 44 p.


  Travi BL, Montoya J, Gallego J, Jaramillo C, Llano R, Vélez ID. Bionomics of Lutzomyia evansi (Diptera: Psychodidae) vector of visceral leishmaniasis in northern Colombia. J Med Entomol. 1996;33:278-285. Doi: 10.1093/jmedent/33.3.278.


  Young DG, Duncan MA. Guide to the Identification and Geographic Distribution of Lutzomyia sand flies in Mexico, the West Indies, Central and South America (Diptera: Psychodidae). Number 54. Gainesville, Florida: Memories of the American Entomological Institute, Associated Publishers; 1994. 881 p.

OEBPS/Images/v20n3a03f4.jpg
o

Figura . A Exquarms de nerconesindedemerso o el mortje B.1. Compuaador con e de adqiicidn de dato y  comveser
snilogs g, con s respecivo it para vaulis Lo rgisros 2. Cable dc aue ransie s serles e premlfcador 3
compuader. 3 Uncacin dl moaje de .3 G 4. Larescorve para o nfoque e o imiio d o b s e, 5. Controldor de
omperaturs. 6. Jauls de Faracy pars aista o rido clecramagnéice.






OEBPS/Images/v20n3a04f1.jpg
5 :
Leyenda

3 i £

I Paises. &

.| [EE52 Region Neotropical :

5 £

egion Andina

FIgura 1. ess de enderismo cencidnie co s regenes Neowrepical y Andin. L ines e ndian soma compias on dorde o
v e s Srens e ol s e,






OEBPS/Images/v20n3a14f1.jpg
o comon

Figura 1. Area de estudio y ubicacién de los punts

RErUBLICA DE oLy
DEPARTAMENTO DECORDOBA
NIV ERSIDAD DF CORDOR

Epita Vascuir
Stenco Parque Nacional
Nt Paramiio)y Zona

morigusdors.
st Cortoba
e
comewcon

I embe devma

T e oo

0 By
0umr,, @tes

RerenEncA atTooRATA






OEBPS/Images/v20n3a13f4.jpg
Figura 4. Dendrogram d smlacad de Bray-Curcs, UPGMI, rcre I3 sbundancin reporadas n les mese e csudio en f complec
cenageso del Bajo Sind (CCBS).





OEBPS/Images/v20n3a06f6.jpg
1-Spondias mombin 11 Fabacese sp3

2 Clavgasp 12- Capporis odoratissima
3- Melcoccus ftiformis 13- Bignoniaceae sp

- richilia acuminata 14 Bauhinia sp

5-Fabacese sp2 15- Anshuriam sp

6 dspidaspernia polymeuron 16- Capparts frondosa.

7- Hura creptans 17- Aphelandra pulcherrima
8 Calycophylum candidissimum 18- Ruella macrophyla

9- Bursera simaruba 19- Phumeria sp

10- Astronium grveolens

Figura 6. Pl v o), ol izt () s de e c) de s plaeas ehosas s cumplsncom e d censoen o o
s e A ROM.





OEBPS/Images/v20n3a15t3.jpg
‘Tabla 3. Porcentajes de respuesta organogénica en las diferentes condiciones luminicas en P ipecscusnha.

ROl o VeRoE BLANCA
Tt/ Orgmogenes ) Organogeness (4] Organogeness (%) Organcgeneas ()
Hoa  DCimle  Hga  Glo  Hoa  DCiale  Hga  CDGsulo
w0 TR 00:00.  68iie  00:00 19o4i0m  G0ios  00:08c  Ti2eia
T meein 70iim 00500 161:07c  00s00c  2E3sins
i) D0- o0iak oorage opioa 00 _oszope
& Siriis 18:iid 00500 00500 Srize 0000 00:00c
T weom 0c 00 Teerns 00iope sesom
T aaesozd sieien T00c B sisis 77iam
T s Do- 90r15  253:1ds 0000 00:00c 00000
il 7er07s 00c T00c_00:0) Topc 7asosm  0psom
TS tessose 00- 775145 00500 T00- 00:00-  00rome
< a0 00- T00c TSl 1aiie 00:00c  00:0m

Lo dtes o prsenados com medin .5 (n=3) Lo olres e column seuios por i et n s difrnies sadiiamen-
cecon um el de confisbiiad 4 5 % ANOVA (p40.05 ).





OEBPS/Images/v20n3a06f4.jpg
W. L »%{?? ?@rﬁg

LI I BT AT S

T3 W8 9 1027

1- Capparis indica
2 Astronium graveolens

3 Prerocarpus acapulcensis

4 Hura crepiians

- Guazuma ulmifoita

& Capparis odoratissima

- Croton niveus

8- Calycophyllum candidissimum

9-Verbenaceae sp
10- Aspidosperma polyneuron
11-Fabaceae sl

12- Aphelandra pulcherrima
13- Ruellia macrophylla

14- Melicoccus bijugatus

15- Bignoniaceac sp

16- Bauhinia sp

Figura 4. Pl v o), ol izt () s de sspecies c) de s plaras ehosa e cumplisncon oo de cnso an o punts

sro e ROM





OEBPS/Images/v20n3a01f1.jpg
/\ Pisonival

Péramo altoandino
o superparamo

Bosaues de Polepis
Arboles sislados

Islas de bosque.
Péramo andinoo

Zona de medio
transicion
Bosque parameroo

subpsramo

/—__

HH H ‘\ ‘ Selvanublada o
‘ ‘ ‘ H Sosatosmano

Mm ‘ ‘ HH

Figurs 1. Reprsenacin csparic oo dfrts sty e eondricosde veptacion qu conformanl s de i o de
o b s, vt o o et s sdon por ey px e de 8o b s omesta ol





OEBPS/Images/v20n3a010f4.jpg
& Coami
4 2me

P orseos
sy W

Figura 4. e dea o d B s s erminacién de sl d s concione d vermadere Losvelres rafisdos
represmtan ol promedio (me36), difeventes letoas indoam iferencias significatias (Duncar; p<0,05).





OEBPS/Images/v20n3a11f1.jpg
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“Table 1. Percentage of seed germination of Escobedia grandifiors under two conditions of light and temperature..

Treatment 5% Germinasion Germination spesd
1 (20°C, 0 howrs ight) 5531 7
7225 °C, 0 howrs light) 520 57
3 (20°C, 12 hours ight) G503 23
(25 °C, 12 hours hight) 5103 590
Conral 7473 285

Different etters indicate staisticalysignificant differences (p < 0.05) (Tes de Kruskal-Walls).
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Figura 1. Area de estudio y ubicacién de sectores de muestreo en el complejo cenagoso del Bajo Sind (CCBS).
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Tabla 1. Sectores de estudio en en el complejo cenagoso del Bajo Sind (CCBS).
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Table 2. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of neem extracts per isolate.
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Tabla 2. Transporte de MOPG durante el ciclode un dia, en s tres estaciones de estudio. Los datos se expresan en kg PSLC m de MOPG.
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Figura 1. Localiacin de  Reserva Campesina La Montara, Adiics, Clombia.
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‘Tabla 1. Reguladores de crecimiento empleados enla organogénesis
Y/ ermbriogénesis somitica en P pecauanha.

Tracamients Reguladores de erecimiento

1 TeA (3 mg) + BAP (1.5 mgl)
18A (2 mgt) + BAP (1 mgt)

3 1BA (1 mgl") + BAP (0.5 mgL')
) 16A (1,5 mgL1) + BAP (3 mg)
s 18A (1 mgl) + BAP (2 mgt )
o 18A (0,5 mpL') + BAP (1 mgL')
7 18A (10 mgL) + BAP (5 mgt)
s 18A (4 mgL) + BAP (2 mgl)
5 18A (5 mgl) + BAP (1 mgl)
w 18A (1 mgL) + TDZ (03 mgl)
" 18A (2 mgl) + TDZ (0.3 met)
2 18A (2 mgl) + TDZ (0.3 met)
[ 18A (1 mg) + TDZ (0.5 met)
0 18A (2 mgl) + TDZ (0.5 mgl)
s 18A (2 mgl) + TDZ (0.5 mgl)
0 16A (1 mgl") + TDZ (1 mgt’)
7 1BA (2 mgl?) + TOZ (1 mgt)
0 16A (3 mgl?) + TOZ (1 mgt)

Coneral M5 sxenen de reguladares

1BA: scido indolburico; BAP: 6-benzi aminopuring; TOZ: tidiazuron.
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Tabela 1. Caracteristicas das principais propriedades quimicas dos residuos organicos.
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Table 2. Seatistical analysiz of growth and development variables of Exbedia grandifors in absence and presence of the hosts..
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