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ABSTRACT


During the last decade, there has been increasing awareness of the massive number of microorganisms, collectively known as the human microbiota, that are associated with humans. This microbiota outnumbers the host cells by approximately a factor of ten and contains a large repertoire of microbial genome-encoded metabolic processes. The diverse human microbiota and its associated metabolic potential can provide the host with novel functions that can influence host health and disease status in ways that still need to be analyzed. The microbiota varies with age, with features that depend on the body site, host lifestyle and health status. The challenge is therefore to identify and characterize these microbial communities and use this information to learn how they function and how they can influence the host in terms of health and well-being. Here we provide an overview of some of the recent studies involving the human microbiota and about how these communities might affect host health and disease. A special emphasis is given to studies related to tuberculosis, a disease that claims over one million lives each year worldwide and still represents a challenge for control in many countries, including Colombia.
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RESUMEN


En las últimas décadas ha incrementado nuestro conocimiento sobre la gran cantidad de microorganismos que conviven con nosotros, comunidades que colectivamente se conocen como la microbiota humana. El número de microorganismos que conforman la microbiota supera el número de células del cuerpo humano por un factor de diez aproximadamente y aporta un gran repertorio de genes y procesos metabólicos. La diversidad de la microbiota humana y su potencial metabólico brindan al hospedero una serie de funciones que complementan sus procesos y a su vez pueden influir sobre la salud del ser humano en formas que apenas se empiezan a conocer. La microbiota varía desde el nacimiento hasta la vejez del individuo, con características que dependen del sitio corporal, del estilo de vida y del estado de salud del hospedero. El reto actual es aprovechar el conocimiento derivado de la identificación y caracterización de estas comunidades microbianas para entender cómo funcionan estos microorganismos y cómo pueden influir de forma positiva o negativa sobre la salud del humano. En este documento ofrecemos una revisión general de algunos estudios recientes sobre la microbiota humana y su posible efecto en el hospedero en términos de salud y bienestar. Igualmente, se mencionan estudios sobre microbiota y su posible asociación con la tuberculosis, una enfermedad que todavía cobra más de un millón de vidas anualmente a nivel mundial y cuyo control todavía representa un gran reto en varios países del mundo, incluido Colombia.


Palabras clave: 16S ARNr, diversidad microbiana, microbioma, Mycobacterium tuberculosis.





INTRODUCTION


Microorganisms are known for their capacity to inhabit and thrive in a broad range of natural environments. Over the last decade, research has shown that diverse and abundant microbes are associated with humans, forming microbial communities called the human microbiota. The human microbiota is also quite diverse and inhabits different locations in the body, some external such as the skin, and others internal like the mucosal epithelia of the intestine, vagina, or the respiratory tract. The microbiota, which consists of viruses and unicellular microbes, mainly Bacteria and Archaea, as well as eukaryotes (fungi and protozoa) (Clemente et al., 2012; Belkaid and Hand, 2014), has been linked to a wide range of phenotypes associated with health and disease. Technological and molecular developments, such as PCR amplification and sequencing, from Sanger sequencing methods to novel high-throughput massive parallel techniques, have revealed not only that the human microbiota varies in composition, but can also carry out metabolic functions that are absent in human host cells (Gill et al., 2006). Thus, in recent years we have started to fully appreciate and understand the importance of these metabolically diverse communities within the host.


The human host is estimated to harbor up to 1014 microbes, mainly bacteria in the intestine, which outnumber human cells by a ratio of ten to one (Ursell et al., 2012; Belkaid and Hand; 2014). In turn, the human microbiome, which is the entire genomic content of the host-associated microbiota, contains a genetic repertoire that is larger than that of the human genome and thus can considerably extend the host's metabolic capacity. Due to this large number of microbial cells, the human can be considered as a "meta-organism" (Ley et al., 2008; Belkaid and Hand, 2014) consisting of its own cells and microorganisms that co-exist in a relationship that, in most cases, can be mutually beneficial, but in others can result in disease (Turnbaugh et al., 2007; Clemente et al., 2012). Together, the human and its microbiota form a complex ecosystem involving multiple biological activities that result in a homeostatic relationship important for human health and disease (Costello et al., 2012). This diverse group of microbial organisms, their genes and their associated metabolic processes impact host health by playing important roles in key aspects such as the maturation of the immune system, defense against pathogens, access to complex nutrients and degradation of toxic compounds. The complexity of these communities and their interaction with the host is illustrated by the fact that both beneficial and pathogenic microorganisms can be part of our microbiota, and that in some cases altering microbial community members can lead to the development of inflammatory processes that have negative consequences for the host (Belkaid and Hand, 2014; Glendinning and Free, 2014; Silva et al., 2015).


From the moment of birth, each individual is colonized by a variety of microorganisms that constitute a vital part of the host throughout his lifetime. The selection and establishment of a stable microbiota in individuals with different lifestyles and living conditions is currently of considerable research interest. There is emerging evidence that the microbiota modulates a number of processes that result in the development, maturation, differentiation and proliferation of the mucous membranes, both at the cellular and molecular levels (Sharma et al., 2010). The microbiota can set off a chain of molecular events that play a key role in the maturation of the innate and adaptive immune systems and thus, has a profound effect on mucosal barriers such as that of the intestinal mucosa (Sharma et al., 2010). Disruption of the human-microbiota homeostatic interactions are associated with clinical disorders such as inflammatory diseases of the gastrointestinal tract, asthma, periodontitis, vaginal and antibiotic-induced Clostridium difficile infections, as well as obesity and malnutrition (Costello et al., 2012; Silva et al., 2015). The microbiota is also known to provide protection against potential pathogens. This protection is achieved via mechanisms such as competition for nutrients, production of antimicrobial compounds or induction of these antimicrobials by host cells, promotion of changes that make host environments hostile for pathogen establishment, and modulation of the immune system that promotes responses against pathogens (Belkaid and Hand, 2014). Understanding the processes that lead to the assembly and disruption of the complex host-microbiota relationship are fundamental for future efforts aimed at maintaining a symbiotic balance key for health and well-being. Viewing the host in the context of its interactions with the resident microbial communities, and not just as a host that battles against disease, can encourage management of health and treatment of certain diseases via restoration of host-microbiota equilibrium (Costello et al., 2012; Lemon et al., 2012; Dore and Blottiere, 2015).


TECHNIQUES FOR ANALYSIS OF MICROBIAL COMMUNITIES


The microbiota was traditionally studied by staining techniques of samples obtained from different body surfaces. These include the Gram stain, which has been extremely valuable for distinguishing many bacterial groups but lacks taxonomic resolution. The use of culture techniques then allowed the elucidation of phenotypic characteristics of isolated microorganisms, including nutritional requirements and production or consumption of metabolic compounds. Thus, growing organisms in the laboratory has been essential for microbial identification and characterization. These analyses, however, are restricted to those organisms that can grow under in vitro conditions, which represent only a minority of microbial species, a shortcoming that has been overcome with the use of culture-independent methods based on DNA (Morgan and Huttenhower, 2012). More recently, the use of molecular approaches and massive sequencing techniques that provide fast analyses and lower costs have led to significant progress in the study of human-associated microbial communities.


Culture-independent techniques do not rely on obtaining cultured microorganisms but rather use the total DNA extracted directly from a sample to probe microbial communities. The analysis of this metagenomic DNA can uncover microorganisms that have not yet been isolated in the laboratory, possibly due to failure in meeting the conditions required for in vitro growth. Two approaches are currently used for characterization of human-associated microbial communities. The first one is based on amplification of conserved genes such as the 16S rRNA gene that codes for the small ribosomal subunit in Bacteria and Archaea. Analysis of these genes permits phylogenetic identification based on comparison with sequence databases to quickly determine the lineages present in a sample (Hamady and Knight, 2009). Another approach involves isolation, sequencing and analysis of the entire DNA present in a particular environment, known as the metagenome. While the first strategy can reveal the microbial community composition and structure based on taxonomy, metagenomic studies provide information not only of the members of a microbial community but also about the metabolic functions encoded in these microbial genomes (Handelsman, 2004; Wang et al., 2015).


Modern massive parallel sequencing platforms (such as 454, Illumina and Ion Torrent) are based on the use of barcodes to distinguish samples which are sequenced simultaneously, providing great volumes of data of millions of reads, and a much greater coverage in comparison to traditional Sanger sequencing. For taxonomic profiling of communities, 16S rDNA regions are typically PCR-amplified, labeled with barcodes and sequenced; the sequences generated are then processed using bioinformatic workflows for identification and analysis. Some of the most common bioinformatic tools used for microbial community analysis include the Ribosomal Database Project–RDP (Cole et al., 2009; Cole et al., 2014), the Mothur software (Schloss et al., 2009), and the Workflow for Alignment, Taxonomy and Ecology of Ribosomal Sequences–WATERS (Hartman et al., 2010) and the bioinformatics pipeline for Quantitative Insights Into Microbial Ecology QIIME (Caporaso et al., 2010). After filtering reads for quality and separating samples by barcode, sequences are usually grouped into operational taxonomic units (OTUs) based on the level of sequence identity, which for 16S rDNA is usually 97 % or higher, although this cutoff is still under debate (Gevers et al., 2005; Kim et al., 2014). OTUs are then compared to freely available curated 16S rDNA sequences in databases such as Greengenes (DeSantis et al., 2006) or RDP (Cole et al., 2009), in order to obtain taxonomic identification. In addition, the ability to compute data in the "cloud", like the Amazon Web Services (AWS) Elastic Compute Cloud (EC2), means that any researcher with access to internet can be connected to a supercomputer and can analyze hundreds of millions of sequences at a relatively low cost (Ursell et al., 2012).


THE MICROBIOTA AND ITS EFFECT ON THE HUMAN HOST


The interest in characterizing the human microbiota stems from a desire to understand how it may be associated with a specific condition or may influence susceptibility to or development of a disease (Zaneveld et al., 2008). Table 1 lists some of the body sites that have been characterized and studied regarding their possible association with health and/or disease. The growing importance of this field is reflected in major initiatives such as the Human Microbiome Project of the National Institute of Health in the United States (http://commonfund.nih.gov/index), the Metagenomics of the Human Intestinal Tract project–MetaHIT funded by the European Commission (2008–2012) ( http://www.metahit.eu/) and the International Human Microbiome Consortium (2011-2015) (http://www.human-microbiome.org/index.php). These international efforts intend to expand our knowledge regarding these communities with the aim of understanding various aspects about the interactions of microorganisms with human biology. It is expected that in the longer term the knowledge gained from these studies can generate useful information for addressing health issues, such identification of specific markers, signaling molecules or enzymes associated with or that can contribute to human well-being (Turnbaugh et al., 2007; Group et al., 2009; Proctor, 2011).


[bookmark: t1]

Despite the great number of studies conducted so far, it remains unclear whether observed changes in the microbiota are a consequence of a particular health/disease condition or contribute to its development. To address this question, it is necessary to establish the microbiota of healthy individuals in order to first identify variations associated with temporal changes, ethnic or cultural differences, among other factors, which can then allow us to accurately assess whether observed changes are actually associated with a diseased state (Ursell et al., 2012). We briefly describe below some findings that demonstrate the interesting developments regarding the microbiota in different body sites, including the intestine, vagina, skin, oral cavity and respiratory tract.


Intestinal microbiota


Early research on the human microbiota focused on the study of intestinal communities, probably the largest and most complex human-associated community. These studies revealed for the first time the extent of the collective microbial repertoire, with microbial cells outnumbering human cells by at least a factor of 10 (Ursell et al., 2012; Belkaid and Hand, 2014). Microbial cells were also found to enrich functional capabilities absent in the human genome. They can produce nutrients and metabolites and enable the use of nutrients that otherwise would not be digestible and could even adversely affect host health status (Gill et al., 2006; Wu et al., 2011; Clemente et al., 2012; Dore and Blottiere, 2015). Given the large microbial diversity described in environmental ecosystems (at least 55 divisions belonging to Bacteria and 13 to Archaea) and the high species-level difference found among individuals, it is interesting to find an overall predominance of a few groups at the gut level: two bacterial phyla (Firmicutes and Bacteroidetes) and one archaeon (Methanobrevibacter smithii). The microbial composition also varies along the gastrointestinal tract.


 Samples taken of the mouth, stomach, duodenum, colon and stool of four healthy individuals (two men and two women) revealed that the mouth harbored the greatest phylogenetic diversity whereas the stomach was the least diverse (Stearns et al., 2011). Gut communities, with their large metabolic capacity, can also have unexpected consequences on the host. Changes in diet, for example, alter the intestinal microbiota and have recently been correlated with shifts in patterns associated with cancer risk, such as inflammation of the mucosa and production of metabolites in a study involving rural Africans and African-Americans (O'Keefe et al., 2015). Given the broad range of interactions with the human, from providing additional metabolic functions to modulation of the immune system and even effects on host behavior, the intestinal microbiota has even been considered as an additional organ within the human host (Glendinning and Free, 2014).


The fact that particular microbial groups are maintained among humans most probably reflects selection and a process of co-evolution between the host and its microbial communities (Ley et al., 2006). In this regard, the host diet is considered the major factor influencing the microbial communities in healthy individuals. A study of gut microbial communities in humans and other mammals indicated an existing core microbial community based on diet (carnivores, herbivores and omnivores), in most cases independent of host phylogeny (Ley et al., 2008). Other studies have focused on obesity, finding that it can be linked to changes in the community at the phylum level, reduction in bacterial diversity and alteration of particular genes and metabolic pathways (Turnbaugh et al., 2009). Recent work has shown that alterations of the gut microbiota caused by consumption of artificial sweeteners such as saccharine can lead to glucose intolerance (Suez et al., 2014). In addition, the use of antibiotics, specifically during development in early infancy has been postulated to result in disruption of the microbiota, which in turn can result in alterations of host metabolic functions with long-lasting consequences for health, such as weight increase and obesity (Cox and Blaser, 2015).


Microbiota of the vagina


The vaginal microbial communities have long been considered an important defense mechanism against infections (Ma et al., 2012). Studies of women of different ethnic backgrounds, including Caucasians, African Americans, Hispanics and Asians, showed that most communities are dominated by a single Lactobacillus species in each group of women, the most common being L. iners, L. crispatus, L. gasseri and L. jensenii (Zhou et al., 2007; Ravel et al., 2011). These results indicate possible metabolic differences that may alter the levels of lactic acid production and thus provide levels of protection that can vary in each ethnic group. In contrast to healthy women, there is an increase in the richness and diversity of genera and species in women with bacterial vaginosis. Longitudinal studies have shown that the vaginal microbiota can be highly dynamic, with drastic changes in bacterial composition and abundances in response to factors such as hormones and antibiotics. The recurrence of bacterial vaginosis has been associated with either reinfection or reemergence of endogenous microorganisms, a situation that is favored by hormone fluctuations, antibiotic treatments and intrauterine devices, among others (Fredricks, 2011). The vaginal microbiota has also been found to be important for colonization and development of the neonatal microbiome, which is determined in large part by the maternal-offspring exchange during delivery. Disruption of this exchange, as occurs with Cesarian sections and use of antibiotics, can lead to increased risk of various diseases such as obesity and diabetes (Mueller et al., 2015).


Oral microbiota


The microbiota of the oral mucosa in healthy individuals shows variability among individuals, probably due to changing environmental factors, nutrition, hygiene and genetic conditions that favor establishment and predominance of particular microorganisms in each individual (Bik et al., 2010). The oral microbiota is a complex community composed of many species, some of which can form biofilms and lead to gum disease, as is the case of the intracellular opportunistic pathogen Porphyromonas gingivalis. Conversely, other inhabitants of the oropharynx, such as Streptococcus viridans, can produce antibacterial compounds that prevent colonization of pathogenic microorganisms such as Streptococcus pneumoniae and Streptococcus pyogenes. However, the use of broad-spectrum antibiotics can indiscriminately eliminate resident communities, including beneficial microorganisms, and allow growth of pathogenic microorganisms. Given the importance of the oral microbiota to host health status, new efforts have focused on describing and understanding the dynamics of these populations at greater depth (Bik et al., 2010; Chen and Jiang, 2014). A study of ten healthy individuals showed that 15 genera were common to all samples. However high variability was also detected among samples with predominance of the genera Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Haemophilus and Veillonella (Bik et al., 2010). Another study carried out by Huang (2011), was able to distinguish between microbial communities of the dental plaque of healthy individuals and those with chronic gingivitis, identifying eight taxa associated to the disease (Huang et al., 2011).


Skin microbiota


Although less intensively studied than the gut, the skin also harbors complex communities that can have a major impact on health, and that contain both beneficial microbes and potential pathogens such as Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa (Schommer and Gallo, 2013). The skin provides many different niches with diverse microbial populations that are subject to variable conditions and thus differ depending on the site. Skin microbial communities are shaped by factors like lifestyle, health habits and work activities. For example, communities present on the palms of the hands of 51 healthy individuals were not only very diverse, containing a large number of unique phylotypes at the species level (> 150), but were also highly variable between the right and left hands of the same individual, as well as between different individuals (Fierer et al., 2008). Differences were also found when comparing these communities with those obtained in other skin surfaces, indicating heterogeneity and lack of uniformity in the distribution of various microorganisms (Fierer et al., 2008).


Bacterial communities are also influenced by ethnicity, lifestyle and / or geographic location. Blaser et al. (2013) compared the skin bacterial communities from Amerindians in the Venezuelan Amazon with those in healthy residents of New York (US). They found 20 bacterial phyla, three of which were predominant in all samples (Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria), but differences at the genus level: US residents contained predominantly Propionibacterium, Staphylococcus predominated in one of two Amerindian clusters, while the second Amerindian cluster had no single dominant taxon and a wide range of Proteobacteria (Blaser et al., 2013).


Respiratory tract microbiota


The respiratory tract is the main portal of entry for microbes such as viruses, bacteria and fungi that can colonize and in some cases trigger disease (Delhaes et al., 2012). As with other body locations, the microbial communities in different segments of the respiratory tract are shaped based on tissue type and niche characteristics. The upper respiratory tract extends from the nasal passages, through sinuses, pharynx (divided into nasopharynx and oropharynx), larynx and trachea, while the lower respiratory tract, begins at the terminal portion of the trachea and branches into the bronchi and lungs, and finally the alveoli, where gas exchange occurs.


Culture-based studies have shown differences among these anatomical sites, reflecting niche-specific conditions that select for specific communities. Bacteria of the genera Corynebacterium, Propionibacterium and Staphylococcus, including the pathogenic species S. aureus, are characteristic of the nostrils. The oropharynx (located behind the mouth) contains species belonging to the genera Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, and to a lesser extent Staphylococcus, as well as anaerobic bacteria. The oropharynx is also epidemiologically important for carrier status of microorganisms that are pathogenic to humans: S. pneumoniae, S. pyogenes, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis and S. aureus, among others (Mertz et al., 2007). Culture-independent studies have revealed greater diversity but also support differences based on niche characteristics, with limited number of taxa common to all sites and a small degree of conservation between individuals (Dethlefsen et al., 2007). The nose and oropharynx are found to have an inverse correlation between bacterial groups at each site that could be important for maintenance of a healthy microbiota (Lemon et al., 2010). In addition, the microbiota of the oropharynx is reported to be more diverse than that of the nasal cavity, although with less variation among individuals (Lemon et al., 2010; Botero et al., 2014).


The upper respiratory tract, just as the skin, is sensitive to external factors and therefore to selection of certain microbial communities. For example, cigarette smoking influences the colonization of the upper respiratory tract by certain pathogens. Both active and passive smokers have a higher risk of carrying pathogenic organisms in their airways. Cigarette smoking can promote colonization by bacteria that attach easily to oral epithelial cells, altering the mucociliary system or the host immune response against pathogens. Cigarettes themselves can also contain a wide range of potential pathogens, such as Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Klebsiella, P. aeruginosa and Serratia, becoming a direct source of exposure to disease-causing organisms (Sapkota et al., 2010). In the nasopharynx (upper part of throat behind the nose), smokers harbor fewer microorganisms capable of interfering with colonization of pathogens, and have more microbial groups capable of producing disease than nonsmokers (Brook and Gober, 2005).


Microbiota of the lungs


The study of the lung microbiome is gaining importance in terms of its possible role in relation to respiratory disease. Although the lungs of healthy individuals were considered sterile based on results of traditional culture-based analysis, recent culture-independent studies have shown that healthy lungs are colonized by diverse bacteria (Hilty et al., 2010; Charlson et al., 2011; Erb-Downward et al., 2011; Huang et al., 2011; Segal and Blaser, 2014), and that many of these come from the oral cavity (Bassis et al., 2015). The most commonly identified phyla are Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes, even though published results tend to differ. A few potential pathogens, such as Haemophilus and Neisseria have also been detected (Beck et al., 2012).


Most of the research on lung microbiota has been focused on diseases characterized by chronic inflammation of the airways and lungs, such as cystic fibrosis (CF) (Delhaes et al., 2012; Filkins et al., 2012; Goddard et al., 2012; Willner et al., 2012), chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (Zhang et al., 2010; Cabrera-Rubio et al., 2012), and asthma (Hilty et al., 2010). The microbiota in other respiratory conditions, such as community-acquired pneumonia (Zhou et al., 2010), the influenza H1N1 pandemic (Chaban et al., 2013) and pulmonary tuberculosis (Cui et al., 2012, Cheung et al., 2013, Botero et al., 2014) are also being studied in order to elucidate its effect on infection or disease outcome. Pulmonary CF has been traditionally associated with the infection of known pathogens such as P. aeruginosa, S. aureus and Burkholderia cepacia. However, CF patients appear to have a complex microbial ecology in their lungs. Guss et al. (2011), for example, determined the presence of over 60 bacterial genera in the sputum of four patients by using a combination of cloning, culture and pyrosequencing.


Some studies have reported changes in the lung microbiota that correlate with the health status of an individual. For example, Haemophilus species were more prevalent in the bronchoalveolar lavage of patients with COPD than in healthy controls, while Bacteroidetes were more prevalent in controls (Hilty et al., 2010). Exacerbations, or worsening of COPD symptoms, have also been associated with acquisition of new strains of H. influenzae, Moraxella catarrhalis, S. pneumoniae or P. aeruginosa and members of the Enterobacteriaceae family. These findings suggest that acquisition of these strains could potentially contribute to pathogenesis of the disease or to its acute exacerbation (Sethi et al., 2002).


The relationship between the respiratory microbiota and asthma has been proposed for many years, especially since the incidence of allergic airway disease in industrialized countries has increased significantly over the past three decades (Marri et al., 2013). This observation has been linked to the "hygiene hypothesis", which says that modern medical and health practices prevent exposure to microorganisms that are essential for correct immunological development (Salvucci, 2013; Segal and Blaser, 2014). Alterations in the composition of the intestinal microbiota, as consequence of antibiotic use, changes in diet or in habits, can result in loss of microbial members that are essential for early microbial stimulation of the immune system and development of immunological tolerance (Huffnagle, 2010; Belkaid and Hand, 2014). A study carried out in 11 patients with asthma, five patients with COPD and eight controls found that some pathogenic bacteria were more frequent in the bronchi of individuals with asthma or COPD than in healthy controls, while other bacterial phyla were more common in controls (Hilty et al., 2010).


Respiratory tract microbiota and tuberculosis


The complex interaction between the human host and Mycobacterium tuberculosis the causal agent of tuberculosis (TB), as well as the resulting infection indicates that the development of TB can be a multifactorial process (Ocejo-Vinyals et al., 2012; Sharma and Mohan, 2013). Local immune responses coupled to respiratory tract microbiota can therefore determine whether the tubercle bacilli are removed or if they develop an acute or latent infection.


Two recent studies have evaluated the microbiota in sputum samples from patients with TB and healthy individuals. In one case, the microbiota was more diverse in patient sputum samples than in that secretion samples from healthy participants, with 24 phyla present in TB patients versus 17 found in healthy participants. Some bacteria were found only in TB patients, such as Stenotrophomonas, Cupriavidus, Pseudomonas, Thermus, Sphingomonas, Methylobacterium, Diaphorobacter, Comamonas and Mobilococcus tuberculosis, bacteria that may have an important role in the onset or development of pulmonary TB (Cui et al., 2012). In a second study, some phyla were predominant in sputum samples from healthy controls and TB patients (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria and Fusobacteria), and again some groups (Proteobacteria and Bacteroidetes, as well as 16 genera) were more frequently found either in samples from TB or in controls (Firmicutes). This study suggests that there might be a core group of microorganisms common to patients with TB, although overall no differences were found in terms of diversity between samples from patients and controls (Cheung et al., 2013).


In a more recent study of the microbiota present in patients with pulmonary TB, three different types of samples (nasopharynx, oropharynx and sputum) were studied for their usefulness in assessing changes in respiratory tract bacterial and fungal communities via 16S rRNA gene and ITS1 region analysis. There was predominance of certain phyla in all samples, with differences in diversity indexes, in relative abundances and in specific taxa associated with each sample type. The only difference between patient and control microbiota was found in oropharynx samples for both bacteria and fungi. More importantly, the bacterial and fungal community structures in oropharynx and sputum samples were similar to one another, and both differed from nasal samples. The fact that the oropharynx communities varied with respect to health status, and that they resembled those in sputum samples, suggested that oropharynx samples could be used to further analyze community structure alterations associated with tuberculosis (Botero et al., 2014).


These studies indicate that the microbiota differs between patients and healthy controls, and that these differences may play an important role in the outcome of infection and the development of pulmonary TB (Cui et al., 2012; Cheung et al., 2013; Botero et al., 2014). However, further studies are needed to fully understand if the observed differences among these communities affect or are a consequence of colonization or disease. In fact, establishing relevant correlations between the microbiota or the presence of particular microbial members and a state of health or disease is difficult. Studies that could capture samples over time, especially previous to disease onset, might provide further insight into the role of the microbiota and human diseases such as TB.


CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES


Microorganisms are involved in more than just transient interactions or pathogenicity with the human host, a fact that is slowly becoming recognized as we learn more about the human microbiota. Initial characterization of the taxonomic profiles of microorganisms that inhabit diverse body sites indicated that these communities were both diverse and abundant and that they varied depending on the niche being analyzed. More recent work has focused on understanding how these communities change during infection and disease and whether imbalances can be associated with particular health manifestations. Microorganisms of the microbiota are now considered important for the continued health of an individual and future challenges will aim to identify particular mechanisms by which these communities actually affect host health status. Future investigations are aimed at identifying not only community composition and fluctuations, but also microbial functionality with the goal of understanding how the microbiota contributes to host well being. It will be interesting to learn more about how community members interact with one another and with the host and if alterations in community composition are consequence or cause of either health or disease status. The real challenge lies not only in uncovering associations but also in learning how to harness this information to modulate the host and promote health and well-being. The future therefore promises more insightful and eye-opening research in the field of the human microbiota that will hopefully lead to a more comprehensive appreciation of the nuances involved in establishment and maintenance of this essential microbial complement.
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RESUMEN


Se evaluó la producción de lípidos totales en cinco especies de microalgas inducidas por la ausencia de nitrógeno. Las microalgas empleadas fueron Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene, Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Scenedesmus quadricauda. Estas especies fueron cultivadas en medio CHU10 con y sin nitrógeno. El tiempo de evaluación fue de seis días, determinándose diariamente la densidad microalgal mediante recuento en cámara de Neubahuer. Se determinó la tasa de crecimiento, la biomasa microalgal y el porcentaje de lípidos totales. Los lípidos totales fueron extraídos con solución Cloroformo:metanol (2:1). Los resultados indicaron que las especies con mayor producción de lípidos totales fueron Ankistrodesmus sp. (263,6 mg/g biomasa seca), A. nannoselene (316 mg/g biomasa seca) y Scenedesmus sp. (243,3 mg/g biomasa seca) al ser cultivadas en medios sin nitrógeno. Scenedesmus quadricauda y Chlorella sp., fueron las especies que mostraron mayor producción de biomasa seca (159,1 mg/g biomasa seca y 221,1 mg/g biomasa seca respectivamente) en medios con nitrógeno. La tasa de crecimiento fue variable entre las especies cultivadas en ambas condiciones. En conclusión, Ankistrodesmus sp., mostró la mayor tasa de crecimiento (0,77 dia-1) en medio sin nitrógeno. Bajo las mismas condiciones de cultivo, Scenedesmus sp. obtuvo la mayor producción de biomasa en peso seco (174,7 mg/l) y Ankistrodesmus nannoselene acumuló el mayor porcentaje de lípidos totales.


Palabras clave: Biodiesel, biomasa, microalgas, tasa de crecimiento.





ABSTRACT


The production of total lipids in five microalgal species was induced by absence of nitrogen. The microalgae Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene, Chlorella sp., Scenedesmus sp. and Scenedesmus quadricauda were cultured in CHU10 medium with and without nitrogen. They were evaluated during six days. The microalgae density was daily determined by a Neubahuer chamber. The average growth, total biomass and total lipids were also determined. The total lipids were extracted with chloroform: methanol (2:1). The results indicated that species with production greater amount of total lipids were Ankistrodesmus sp. (263.6 mg/g dry biomass), Ankistrodesmus nannoselene (316 mg/g dry biomass) and Scenedesmus sp. (243.3 mg/g dry biomass) when grown in media without nitrogen. Scenedesmus quadricauda and Chlorella sp. when grown in media with nitrogen showed higher amount of dry biomass (159.1 mg/g dry biomass and 221.1 mg/g dry biomass respectively) compared to those which were grown in media without nitrogen. The growth rate was variable between species grown in both conditions. In conclusion, Ankistrodesmus sp. microalgae experienced the highest growth rate (0.77 day-1) in medium without nitrogen. Under the same culture conditions, Scenedesmus sp., had the highest biomass production in dry weight (174.7 mg/l) and Ankistrodesmus nannoselene accumulated the highest percentage of total lipids.


Keywords: Biodiesel, biomass, growth rate, microalgae.





INTRODUCCIÓN


Actualmente, las microalgas oleaginosas son consideradas como fuente de biocombustibles de segunda generación (Loera y Olguín, 2010) porque tienen la capacidad de acumular grandes cantidades de lípidos cuando son sometidas a condiciones de estrés ambiental (Ho et al., 2011). Esta es un área de considerable interés porque es una de las fuentes alternativas de energía renovable más promisorias (Sheehan et al., 1998), debido a sus altas productividades con respecto a los cultivos existentes (Garibay et al., 2009; Loera y Olguín, 2010). Estas algas acumulan triglicéridos por su capacidad fotobiosintética, pueden secuestrar CO2 de fuentes industriales (Ho et al., 2011) y demandan menos área que los cultivos tradicionales (Smith et al., 2009). Además, las microalgas pueden producir diversas sustancias de interés comercial como nutrientes, aditivos alimenticios, fármacos y otras sustancias (Li et al., 2008;Rosenberg et al., 2008; Stephens et al., 2010). Debido a esta gran diversidad biosintética se han realizado aislamientos y existen colecciones de microalgas en varias instituciones del mundo (Duong, 2012). Asimismo, se estima que menos del 10 % han sido evaluadas por su capacidad de producción de biodiesel (Radakovits et al., 2012).


Las microalgas tienen capacidad para sobrevivir en condiciones diversas y extremas, lo cual se refleja en la enorme diversidad y muchas veces a su inusual patrón de lípidos celulares (Sharma et al., 2012). El mismo autor refiere que algunas microalgas pueden también modificar el metabolismo de los lípidos de manera eficiente en respuesta a cambios en las condiciones ambientales. En condiciones óptimas de crecimiento, se producen grandes cantidades de biomasa microalgal, pero con contenidos lipídicos relativamente bajos, en condiciones ambientales desfavorables o estrés, muchas microalgas alteran sus rutas biosintéticas de lípidos hacia la formación y acumulación de lípidos neutros, principalmente en forma de triglicéridos, lo que permite que las microalgas puedan soportar estas condiciones adversas. Los principales estímulos químicos son la deficiencia de nutrientes (nitrógeno, fósforo, azufre y silicio), la salinidad y el pH del medio de cultivo; los estímulos físicos son la temperatura y la intensidad luminosa (Rodolfi et al., 2009; Sims y Christenson, 2011). La deficiencia de nitrógeno es, con respecto a los nutrientes, el factor que más afecta el metabolismo de los lípidos (Courchesne et al., 2009).


En ese sentido, el estudio de microalgas bajo condiciones de cultivo sin nitrógeno es importante porque proporcionará conocimientos básicos sobre el comportamiento microalgal de estas especies para lograr la producción sustentable de biodiesel en la amazonía peruana. Sin embargo, los estudios de microalgas en nuestra región sólo se han limitado a identificarlas (Vela, 1984; Sánchez, 1991; López, 2009; Cobos et al., 2012). Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de la presente investigación fue evaluar la producción de lípidos totales inducidos por la ausencia de nitrógeno en el medio de cultivo en cinco especies de microalgas aisladas de la amazonia peruana.


MATERIALES Y MÉTODOS


Área de estudio


La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología y Bioenergética de la Universidad Científica del Perú (UCP), localizada en el km 2,5 de la ciudad de Iquitos, Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, Departamento de Loreto. La extracción de lípidos totales se realizó en la Unidad Especializada del Centro de Investigación de Recursos Naturales de la Amazonia Peruana (CIRNA) de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP) Loreto, Perú, ubicado en el Pasaje Los Paujiles S/N del Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, Departamento de Loreto.


Cultivo de microalgas


Se utilizaron cultivos unialgales de las especies de microalgas: Ankistrodesmus sp. Corda, 1838; Scenedesmus sp. Meyen, 1829; Chlorella sp. Beijerinck, 1890; Scenedesmus quadricauda Chodat y Ankistrodesmus nannoselene Skuja, 1948, proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnología y Bioenergética de la Universidad Científica del Perú. Estas microalgas fueron aisladas del río Itaya (03°43' S y 073°14' W) (Cobos et al., 2014) el cual está ubicado en la Provincia de Maynas, Departamento de Loreto, Perú. A excepción de Chlorella sp., las especies de microalgas pertenecen a la división Chlorophyta, Clase Chlorophyceae, Orden Sphaeropleales, familias Selenastraceae y Scenedesmaceae. Correspondiendo para Chlorella sp. el orden Chlorellales y la familia Chlorellaceae (Guiry y Guiry, 2015). Estas especies fueron seleccionadas por su característica oleaginosa y por su capacidad adaptativa a las condiciones de cultivo establecidas en el laboratorio.


Los cultivos fueron iniciados con un inóculo de cada microalga (10 ml) las mismas que fueron colocados en matraces de 250 ml que contenían 100 ml de medio CHU10 preparado de acuerdo a Barclay et al. (1986) bajo condiciones controladas de temperatura 26 ± 2 °C, iluminación de 100 μE.m2.s-1, fotoperiodo 12h:12h y aireación constante por un periodo de dos semanas, luego fueron transferidos a matraces de 500 ml y 1 l de capacidad, donde se aumentaron su volumen hasta completar 1 l de cultivo y las microalgas hayan alcanzado un crecimiento celular mayor a 1,6 x 106 células/ml por un periodo de tres semanas más. Para ello, 100 μl del cultivo se homogenizó con 50 μl de lugol y se transfirió a una cámara de Neubahuer para el recuento celular con un microscopio a 40x (Carl Zeiss-AxioLab.A1). Esto se realizó con la finalidad de promover la adaptación de cada microalga a las condiciones de cultivo y alcanzar la cantidad de biomasa microalgal apropiada (∼ 15 ml) para los bioensayos experimentales.


Cultivo de las microalgas bajo condiciones de estrés nutritivo

La evaluación en cada especie de microalga se realizó a partir de la biomasa cosechada. La cosecha de las microalgas se realizó por centrifugación del cultivo a 4000 rpm x 10 minutos a 25 °C. El precipitado microalgal obtenido fue transferido a tubos de 50 ml, se añadió 15 ml de suero fisiológico (NaCl) y se centrifugó por dos veces bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Se distribuyó 1 ml de biomasa microalgal y se homogenizó en matraces de 250 ml con 200 ml de medio CHU10 conteniendo nitrógeno (medio completo) para el caso del control positivo y para el grupo experimental se colocó la misma cantidad de biomasa en matraces de 250 ml con 200 ml de medio CHU10 sin nitrógeno (medio incompleto). Estos ensayos se realizaron por triplicado y los cultivos fueron sometidos a condiciones de flujo de aire constante, a 26 °C y un fotoperiodo de (12:12) horas luz/oscuridad con una intensidad lumínica de 100 μE.m2.s-1, por un período de seis días.


Variables evaluadas


Densidad microalgal


La densidad microalgal fue determinada a la misma hora mediante recuento en cámara de Neubahuer recomendado para contar algas pequeñas (de 2 a 30 mm y cultivos de densidades entre 5 x 104 y 5 x 107 cel/ml) (Richmond, 2004) bajo un microscopio óptico (40x) (Carl Zeiss-AxioLab.A1). Para cada réplica el conteo se realizó por duplicado. Para obtener el número de células/ml fue de acuerdo a (Shen et al., 2010):
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Tasa de crecimiento microalgal


La tasa de crecimiento fue calculada a partir de recuentos diarios al microscopio, utilizando la siguiente fórmula (Rioboo et al., 2003):


µ = [ln(Nt)–ln(N0)] / ln2 (t-t0)


Donde: Nt = número de células o densidad óptima al tiempo final; N0 = número de células o densidad óptima al tiempo inicial; t = tiempo final; t0 = tiempo inicial.


Producción de biomasa


Transcurrido el período de evaluación, se cosecharon las microalgas por centrifugación (4000 rpm x 10 minutos a 25 °C) y la biomasa obtenida se secó en placas petri a 50 °C por 24 h bajo condiciones de oscuridad. La biomasa se calculó teniendo en cuenta la diferencia de peso de biomasa seca contenida en la placa petri:


PB = Bf–Bi


Donde: PB = Producción de biomasa; Bf = Peso de placa vacía; Bi = Peso de placa con biomasa seca.


Extracción y análisis de lípidos totales

La extracción de lípidos totales se realizó según el método gravimétrico (Yu et al., 2012). Este método es frecuentemente empleado para la extracción de lípidos totales de microalgas oleaginosas debido a su simplicidad y efectividad. La cantidad de lípidos totales extraídos se calculó con la siguiente ecuación:

Contenido de lípidos (%) = (PL / PM) x 100


Donde PL es el peso seco de los lípidos totales y PM es el peso seco de las microalgas.


Determinación cualitativa de lípidos totales

Los triglicéridos intracelulares de las microalgas evaluadas fueron detectados por la fluorescencia que emiten al interactuar con Rojo Nilo (Greenspan et al., 1985). Para ello, las células fueron teñidas con 2mg/ml de Rojo Nilo (disuelto en acetona) por 15 minutos y fotografiados empleando un microscopio trinocular de epifluorescencia Carl Zeiss-AxioLab.A1 y una cámara digital AxioCamERc 5s en tiempo real. Las imágenes fueron obtenidas con una magnificación de 1000x con luz visible y epifluorescencia (excitación: 510-560, emisión: 590).

Análisis estadístico

Se determinó el promedio, desviación estándar, para conocer si existen diferencias estadísticas significativas en la producción de lípidos totales a través del programa ANOVA con prueba de HSD de Tukey. Para la elaboración de las figuras de producción de biomasa y la tasa de crecimiento microalgal se empleó el programa Excel de Microsoft Office.

RESULTADOS


Densidad celular de microalgas


Por lo general, se evidencia un mejor crecimiento de las especies microalgales en medios de cultivo con nitrógeno (Fig.1). Asimismo, las especies Ankistrodesmus sp., A. nannoselene y Scenedesmus quadricauda fueron las que mejor se adaptaron a ambas condiciones de cultivo (con y sin nitrógeno) alcanzando densidades entre 9 x 106 cel/ml y 16 x 106 cel/ml. Además, Ankistrodesmus sp. cultivada en medio con nitrógeno fue la especie que alcanzó mayor crecimiento microalgal (15,7 x 106 cel/ml) con respecto al medio sin nitrógeno, tal como se evidencia en la Fig. 1. Similar comportamiento mostraron S. quadricauda y A. nannoselene que alcanzaron densidades celulares de 13,6 x 106 cel/ml y 9,2 x 106 cel/ml respectivamente. Las especies Chlorella sp. y Scenedesmus sp. fueron las que obtuvieron menor crecimiento microalgal (2,8 x106 cel/ml y 0,2 x 106 cel/ml) en ambas condiciones de cultivo durante el período de evaluación.
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En general, las especies de microalgas evaluadas mostraron mayores tasas de crecimiento cuando fueron cultivadas en medios con nitrógeno (Figura 2A), correspondiendo los valores más altos a A. nannoselene (0,77 d-1) y S. quadricauda (0,42 d-1). Asimismo, se observó que A. nannoselene, y S. quadricauda, fueron las especies que registraron los valores más altos cuando fueron cultivadas en medios sin nitrógeno, seguido de Ankistrodesmus sp., Scenedesmus sp. y Chlorella sp.
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La producción de biomasa microalgal en peso seco fue mayor en Scenedesmus sp. y Chlorella sp., al ser cultivadas en medios sin nitrógeno. Las especies microalgales A. nannoselene, Ankistrodesmus sp., y S. quadricauda mostraron una producción de biomasa mayor al ser cultivadas en medios con nitrógeno. No existiendo diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. Sin embargo, se evidencia claras diferencias significativas entre las especies evaluadas (Fig. 2B).


Respecto al contenido de lípidos, las especies que acumularon mayor cantidad de lípidos totales (mg/g biomasa seca) fueron aquellas cultivadas en medios sin nitrógeno; A. nannoselene (316 mg/g biomasa seca), Ankistrodesmus sp. (263,6 mg/g biomasa seca), y Scenedesmus sp. (243,3 mg/g biomasa seca), con respecto a S. quadricauda y Chlorella sp. que mostraron menor contenido lipídico. Ankistrodesmus sp., A. nannoselene y Scenedesmus sp., mostraron diferencias estadísticas altamente significativas en el contenido de lípidos totales cuando fueron cultivadas en medios con y sin nitrógeno, mientras que en S. quadricauda y Chlorella sp. no se observaron diferencias significativas (Fig. 2C).

Las microalgas estudiadas al ser teñidas con Rojo Nilo nos permitieron determinar diferencias cualitativas respecto a la presencia de lípidos en el interior de ellas al ser inducidas bajo condiciones de cultivo sin nitrógeno. En general, se evidenció que entre las cinco especies e individuos de la misma especie la producción de triglicéridos fue variable (Fig. 3). Scenedesmus sp. y Ankistrodesmus sp., fueron las especies microalgales que mostraron mayores diferencias cualitativas bajo las mismas condiciones de cultivo. A diferencia de las demás especies cuyas diferencias no fueron muy notorias.
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DISCUSIÓN


La capacidad de las microalgas para sobrevivir en diversas condiciones extremas se refleja en la enorme diversidad y a veces en su patrón inusual de los lípidos obtenidos a partir de estas microalgas (Sato et al., 2000). Asimismo, es un hecho que las microalgas incrementan su contenido de lípidos al ser sometidas a condiciones de estrés en particular bajo restricciones de nutrientes (Gonzales y Magallanes, 2012).

Los resultados obtenidos en la presente investigación indican que mientras la cantidad de lípidos totales puede llegar a incrementar significativamente cuando existe limitación de nitrógeno, la tasa de crecimiento o producción de biomasa es disminuida, lo cual no es rentable cuando se quiere tener una alta productividad de aceites usando microalgas oleaginosas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Huntley y Redalje (2007).

Es importante indicar que en términos generales la producción de biomasa y el contenido de lípidos totales en las cinco microalgas oleaginosas evaluadas fueron variables. Así, en Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene y Scenedesmus sp., cultivadas en medios sin nitrógeno se registró una menor producción de biomasa y un mayor porcentaje de lípidos totales durante el período de evaluación, observándose un comportamiento diferente en el caso de S. quadricauda y Chlorella sp, lo cual nos sugieren que algunas especies microalgales tienen la capacidad de modificar el metabolismo de lípidos como respuesta a los cambios en las condiciones ambientales, tal como lo menciona Thompson (1996) y Guschina y Harwood (2006), produciendo grandes cantidades de biomasa microalgal pero con contenidos lipídicos relativamente bajos (Khozin-Goldberg y Cohen, 2006).


En esencia, la producción de la biomasa y triglicéridos microalgales compiten por una asimilación fotosintética, requiriendo muchas veces una reprogramación de las vías fisiológicas para estimular la biosíntesis de lípidos, lo que permite a las microalgas soportar las condiciones adversas (Bigogno et al., 2002). Asimismo, los resultados obtenidos concuerdan con Shen et al. (2010) quienes indicaron que la producción de lípidos se incrementó con la limitación de nitrato en el cultivo de Scenedesmus sp. y además atribuyen que el consumo del nitrato inicial produjo limitación después de 50 horas de cultivo, este efecto pudo evitar la necesidad de la cosecha de la biomasa seguida de la limitación de nitrógeno. Además, Gonzales y Magallanes (2012) pudieron constatar que Chlorella sp. y Scenedesmus sp. tuvieron un alto potencial de generación de lípidos. La más productiva fue Chlorella sp., con un valor máximo de 37 %, seguido por Scenedesmus sp., con 18 % en el tratamiento sin Nitratos y un 15 % con el exceso de hierro.

Por lo general la tasa de crecimiento en las cinco especies microalgales evaluadas fue mayor en medios de cultivo con nitrógeno con respecto a aquellas cultivadas en medios sin nitrógeno, lo cual concuerda con Widjaja y Chien (2009), quienes atribuyen que en condiciones mínimas de nitrógeno se da una alta producción de lípidos y se complementa con bajas tasas y bajos recuentos de células, afectando a la biomasa total y la productividad de los lípidos.


De igual modo, Chlorella sp., fue la que mostró una mayor tasa de crecimiento en medio con nitrógeno. Estos resultados concuerdan con Canedo-López et al. (2011) quienes obtuvieron un mayor crecimiento de Chlorella vulgaris de 22 x 106 células/ ml con 30 mg/l, disminuyendo la densidad celular a 17,8 x 106 cel/ml con una concentración de nitrógeno de 15 y 10 mg/l; alcanzando tasas de crecimiento 0,183 d-1, 0,170 d-1 y 0,157 d-1, respectivamente, a los seis días de cultivo. Lo anterior sugiere que, la mayor concentración de nitrógeno causa un mejor crecimiento de la microalga. Asimismo, Ruiz et al. (2010) reportaron para C. vulgaris una menor densidad celular de 6,4 x 106 cél.mL-1 y una tasa de crecimiento mayor de 0,377 d-1 cultivada en medio artificial con concentraciones de 30 mg N L-1 como NH4Cl después de dos días de cultivo. Esta diferencia probablemente se atribuye a la diferente temperatura a la que fue cultivada la microalga C. vulgaris.


De igual manera, Millan y Fernández (2011) manifestaron que en Scenedesmus sp., tanto el crecimiento como los lípidos incrementaron durante los primeros tres días de cultivo, alcanzando un máximo al tercer día. Sin embargo, no se alcanzó una limitación de nitrógeno importante, debido a que la concentración inicial fue mayor y en el medio aún había concentraciones altas de nitratos. Además, Arias y Cañizares (2011) al cultivar Chlorella sp. con nitrógeno obtuvieron un alto consumo de nutrientes y un rápido crecimiento, alcanzando un incremento total de biomasa del 44 %, 47 % y 13 % los días seis y 20 % con respecto al contenido de biomasa en el medio sin nitrógeno, lo que favoreció una alta productividad de 24,04 mg/l. a los 11 días en el cultivo con nitrógeno, valor que resulta superior a los reportados por Lee et al. (2009) para Botryococcus sp. (77 %), Chlorella vulgaris (11,1 %) y Scenedesmus sp. (9,5 %).


El cambio de coloración en el medio de cultivo sin nitrógeno fue notorio a partir del segundo día de iniciado el cultivo, tal como lo menciona Millan y Fernández (2011) quienes observaron un cambio de coloración en el medio de cultivo en los sistemas y un aumento en el tamaño celular en medios con pocos nitratos. Al respecto, la acumulación de carotenoides secundarios es otra característica principal de algunas microalgas cuando son cultivadas en medios con limitación del nitrógeno, el cual va acompañado de una disminución en el contenido de clorofila de las células (Richmond y Hu, 2013). Por lo que, Ben-Amotz et al. (1982) mostraron que el aumento de la producción de β-caroteno se produjo en cultivos de Dunaliella bajo condiciones de limitación de nitrógeno. Además, Zhekisheva et al. (2002) reportaron que bajo condiciones de deficiencia de nitrógeno, Haematococcus pluvialis produjo mayor cantidad de astaxantina. Finalmente, en el presente estudio se empleó el Rojo Nilo para tinción intracelular de las microalgas, permitiéndonos determinar de manera cualitativa la presencia de lípidos en las especies evaluadas sin ningún inconveniente, incluso en Chlorella sp.

Sin embargo, Gonzales y Magallanes (2012) emplearon BODIPY para identificar cualitativamente la producción lipídica en las células de Scenedesmus sp. y en Chlorella sp., resultando un buen indicador para la primera especie, mas no para la siguiente, tal vez porque la pared celular no es permeable, lo cual dificultó el proceso de tinción. Considerando que, las diferentes especies microalgales responden a las condiciones de limitación de nitrógeno mediante la producción de ácidos grasos o alterando la composición de los mismos y que las técnicas para lograr la inducción de lípidos en microalgas dependen de las condiciones ambientales en los sistemas de cultivo controlados, es de suma importancia lograr la combinación exacta de la inducción por estrés a fin de obtener una óptima productividad de lípidos para replicarlo en un sistema de cultivo comercial a gran escala para la producción de biodiesel.

En Perú, la producción de biodiesel depende fundamentalmente del cultivo de grandes extensiones de plantas oleaginosas como la palma aceitera, el piñón blanco y de otras especies (Calvo, 2006; Matthwes y O'Connor, 2006; Arévalo et al., 2009; Maltsoglou et al., 2013). Pero este cambio en el uso de la tierra, por la extensiva deforestación de bosques primarios, pone en riesgo la seguridad alimentaria (Thompson y Meyer, 2013) y la disposición de agua (De Fraiture et al., 2008). Existen estudios donde se ha demostrado que las microalgas son una excelente alternativa para la producción de biocombustibles por varias razones. Primero, por su rápido crecimiento y gran eficiencia fotobiosintética de triglicéridos (Georgianna y Mayfield, 2012; Sharma et al., 2012), que son la materia prima para obtener el biodiesel. Segundo, porque pueden proporcionar productividades mayores de 10 a 100 veces que los cultivos de plantas oleaginosas (Loera y Olguin, 2010). Tercero, debido a que actúan como sumideros de CO2 pueden contribuir a disminuir el calentamiento global (Ho et al., 2011; Kumar et al., 2011; Sahoo et al., 2012). Cuarto, porque demandan menos área que los cultivos de oleaginosas (Smith et al., 2010) y pueden usar aguas servidas para generar biocombustibles como biodiesel, bioetanol y biometanol (Wu et al., 2010; Zhou et al., 2011).


CONCLUSIONES

Se evidenció un mejor crecimiento de las especies microalgales en medios de cultivo con nitrógeno con respecto a aquellas cultivadas en medios sin nitrógeno. Asimismo, las especies Ankistrodesmus sp., A. nannoselene y Scenedesmus sp., fueron las que mejor se adaptaron a las condiciones de cultivo (con y sin nitrógeno) ya que alcanzaron densidades mayores. Además, Ankistrodesmus sp. cultivada en medio con nitrógeno fue la especie que alcanzó mayor densidad microalgal (15,7 x 106 células/ml) con respecto al medio sin nitrógeno. Asimismo, en términos generales la producción de biomasa y el contenido de lípidos totales en las cinco especies de microalgas oleaginosas evaluadas fue variable. Así, en Ankistrodesmus nannoselene, Ankistrodesmus sp. y Scenedesmus sp., cultivadas en medios sin nitrógeno se registró una menor producción de biomasa y un mayor contenido de lípidos totales durante el período de evaluación, observándose un comportamiento diferente en el caso de S. quadricauda y Chlorella sp.
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RESUMO


Inúmeros métodos são utilizados para calcular índices de integridade biótica (IIB) em diferentes regiões do mundo. Esse trabalho teve por objetivo calcular o índice de Integridade Biótica (IIB), para uma área estuarina no Sul do Brasil, a partir de dados da comunidade de peixes e avaliar suas flutuações ao longo dos anos. Neste estudo foram estabelecidos quatro pontos para amostragem da ictiofauna, no estuário Saco da Fazenda em Itajaí-SC, em coletas mensais realizadas entre maio/2012 a abril/2013. As amostras foram triadas e os espécimes identificados até o nível taxon�mico de espécie. O valor obtido para o Índice de Integridade Biótica incluiu 11 atributos, em quatro graus de degradação ao longo de um ano de amostragem. Os valores do IIB foram calculados e classificados em diferentes níveis para reconhecer suas variações temporais e espaciais. Foi calculado também o IIB utilizando os dados históricos (2000 a 2005), para mostrar as alterações em comparação com as investigações de campo recentes. O resultado para os anos de 2000-2002 indica uma integridade biótica pobre, sendo regular para os anos de 2003-2005 e regredindo para pobre nos anos de 2012-2013.


Palavras-Chave: Ictiofauna, impactos, Saco da Fazenda, Sul do Brasil.




ABSTRACT


Numerous methods are used to calculate the Index of Biotic Integrity (IIB) in diverse regions of the world. The objective of this work is to calculate the Index of Biotic Integrity (IIB), for an estuarine area in southern Brazil from fish community data and evaluate their fluctuations over the years. In this study, four ichthyofauna sampling points were established in the estuary "Saco da Fazenda", Itajaí-SC, in monthly samples taken during the period of May/2012 and April/2013. The samples were screened and the specimens identified at the taxonomic level of species. The value obtained for the Index of Biotic Integrity included 11 attributes, in four degrees of degradation over a year of sampling. Values were calculated and IIB classified into different levels to recognize its temporal and spatial variations. IIB was also calculated using historical data (2000 to 2005) to show the changes compared with recent field investigations. The results for the years 2000-2002 indicate a poor biotic integrity, being regular for the years 2003-2005 and regress to poor in the years 2012-2013.
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RESUMEN


Numerosos métodos se utilizan para calcular los índices de integridad biótica (IIB) en diferentes regiones del mundo. Este estudio tuvo como objetivo calcular el índice de Integridad Biótica (IIB) para un área de estuario en el sur de Brasil, a partir de datos de la comunidad de peces y así evaluar sus fluctuaciones en los últimos anos. En este estudio se establecieron cuatro puntos de muestreo de las poblaciones de peces en el estuario del Saco da Fazenda en el Itajaí-SC, en muestras mensuales tomadas durante el período mayo/2012 a abril/2013. Las muestras fueron examinadas y los especímenes identificados hasta el nivel taxonómico de especies. El valor obtenido para el índice de Integridad Biótica incluyó 11 atributos en cuatro grados de degradación de más de un ano de muestreo. Se calcularon y se clasifican los valores del IIB en diferentes niveles para reconocer sus variaciones temporales y espaciales. IIB también se ha calculado utilizando los datos históricos (2000-2005), para mostrar los cambios en comparación con las investigaciones de campo recientes. El resultado para los años 2000-2002 indica una integridad biótica de calidad pobre, siendo de calidad regular para los años 2003-2005 y una regresión para pobre en los años 2012-2013.


Palabras clave: Ictiofauna, impactos, Saco da Fazenda, sur de Brasil.





INTRODU�ÃO


Regiões estuarinas são ecossistemas com elevada produtividade primária, que atuam como locais de alimentação, crescimento e abrigo para diversas espécies de crustáceos e peixes de interesse económico (Branco et al., 2011). Entretanto, a crescente ocupação humana sem um planejamento adequado, tem provocado alterações na paisagem costeira e no aporte de efluentes domésticos que comprometem a qualidade das águas e a integridade destas espécies (Jackson et al., 2001; Breine et al., 2007). Como efeito do desenvolvimento nas áreas estuarinas tem ocorrido um aumento no interesse na identificação de indicadores de degradação dos ecossistemas que integrem as alterações estruturais e funcionais (Breine et al., 2010).

As tomadas de decisões relacionadas à gestão são fundamentadas em dados físicos e biológicos, onde os índices de Integridade Biótica (IIB) condensam as informações biológicas em dados quantitativos da condição ecológica do ambiente (Bryce et al., 2002). Em 1981, Karr prop�s o cálculo de um índice de Integridade Biótica para avaliar a qualidade dos riachos utilizando a ictiofauna como indicador. A composição, riqueza de espécies e fatores ecológicos foram indicadas por Karr (1981) como as variáveis que poderiam influenciar a integridade biótica.


A estrutura de uma comunidade de peixes requer que uma ampla diversidade de funções do ecossistema esteja intacta, permitindo processos como alimentação, descanso, reprodução e crescimento, desta forma, a diversidade de modos de vida e as diferenças de susceptibilidade ao estresse possibilitam que os efeitos da degradação sejam avaliados em diferentes escalas temporais (Hughes et al., 2002; Akin et al., 2003).


Diversas adaptações e modificações das métricas (atributos) e pontuações propostas por Karr (1981) foram desenvolvidas. A adaptação de Gamon e Simon (2000) acrecentou atributos de guilda reprodutiva, abundância, composição trófica e espécies tolerantes. O número de espécies das famílias Catastomidae e Centrarchidae foram substituídas por Characiformes e Siluriformes por Pinto et al. (2006). Atributos como o número de espécies na coluna d'água, % de espécies exóticas, número de peixes coletados por hora de amostragem também foram incorporados por Lyons et al. (1995).


A proposta inicial foi também modificada para ambientes marinhos com atributos para recifes de corais alterados pelos efeitos cumulativos da atividade humana (Jameson et al., 2001), para invertebrados terrestres utilizando entre outros atributos, a riqueza de alguma taxa e se os valores diminuem com o aumento da perturbação (Kimberling et al., 2001).

Atributos já foram adaptados para assembleias de aves (e.g. aves que se alimentam no solo/vegetação, número de granívoros, espécies de áreas abertas/florestas de coníferas) (Bryce et al., 2002; Glennon e Porter, 2005; Coppedge et al., 2006; O'Connell et al., 2007), além da incorporação de outros componentes da biota aquática, como macroinvertebrados (Brocksom et al., 2002; Klemm et al., 2003; Couceiro et al., 2012) e anfíbios (Micacchione, 2002; Mack e Micacchion, 2006; Micacchione, 2011). Também existem registros de trabalhos que compararam os resultados do IIB para peixes, lagostim e anfíbios (Simon et al., 2000) e para aves e anfíbios (Crewe e Timmermans, 2005).

Para ambientes estuarinos, macrobentos já serviram como indicador do IIB, com atributos de diversidade de espécies, produtividade, composição e nível trófico e distribuição de profundidade abaixo da interface sedimento-água (Weisberg et al., 1997). A adaptação de Borja et al. (2000), para macrobentos, usou como atributos a sensibilidade/indiferença das espécies ao enriquecimento orgânico, espécies tolerantes ao excesso de matéria orgânica e espécies oportunistas.

Peixes também foram utilizados para o cálculo de IIB em ambientes estuarinos, sendo abundância, dominância de espécies, número de espécies residentes e espécies que desovam no estuário alguns dos atributos utilizados por Hughes et al. (2002). Já Breine et al. (2010) adaptaram diferentes atributos para cada zona de salinidade avaliando os diferentes locais que foram classificados com base em indicadores antropogênicos (média mínima de oxigénio dissolvido, bentos, atividades industriais e portuárias, presença e ausencia de dragagens). Atributos como a função do estuário como berçário e a integridade trófica por região específica (subtropical, frio, quente) foram algumas das adaptações propostas por Harrison e Whitfield (2006).

A primeira adaptação do IIB no Brasil foi para uma comunidade de peixes do rio Paraíba do Sul (RJ) onde Characiformes, Siluriformes e Perciformes foram utilizados como um dos indicadores de qualidade (Araújo, 1998). O número de categorias tróficas e as condições do entorno (mata ciliar, unidades de conservação) foram consideradas por Bastos e Abilhoa (2004). Já Bozzetti e Schulz (2004) substituíram o número de espécies nativas pela riqueza de espécies e consideraram o número de espécies na coluna d'água como um indicador de degradação. O número de Characiformes e Siluriformes e a porcentagem de Geophagus brasiliensis foram adaptações propostas por Terra et al. (2005). Ferreira e Cassati (2006) usaram atributos como: abundância de Poecilia reticulata, dominância (índice de Simpson) e % de indivíduos que se abrigam na vegetação marginal, entre outros. O número de espécies de Characiformes, Siluriformes, Perciformes, Gymnotiformes, o percentual de forrageamento na área e de espécies de piracema foram as adaptações de Ferreira e Andrade (2012).


Todos esses índices são ferramentas que podem ser utilizadas pelos tomadores de decisões, pois avaliam as mudanças no estado de um ecossistema como resultado de resposta de gestão (Pinto et al., 2009). Esse trabalho teve por objetivo calcular o índice de Integridade Biótica (IIB), para uma área estuarina no Sul do Brasil, a partir de dados da comunidade de peixes e avaliar suas flutuações ao longo dos anos.


MATERIAL E MÉTODOS


Área de estudo


O Saco da Fazenda é um corpo de água costeiro na área urbana do município de Itajaí/SC, sendo reconhecido como baía Afonso Wippel através da promulgação do Decreto Municipal n° 4.063 (Itajaí, 2004). A sua área é estimada em 0,7km2 com uma oscilação no nível da maré entre 0,4-1,2m (quadratura e sizígia respectivamente) e com um regime de micro-marés misto e hegemonia semi-diurna (Schettini, 2008; Schettini, 2009). As primeiras obras de retificação do canal de acesso ao Porto de Itajaí ocorreram entre os anos de 19061935, entre elas as que resultaram na atual configuração do Saco da Fazenda (Vargas, 1935). Por estar localizada no baixo estuário do rio Itajaí-Açu a área recebe um aporte de sedimentos/efluentes provenientes do rio; além de efluentes domésticos do bairro consolidado em suas margens, bem como uma contribuição das águas do ribeirão Schneider que deságuam na área (Branco, 2000; Theis e Fernandes, 2002). O acúmulo de sedimentos tornou-se "natural" o que ocasionou a necessidade de obras de dragagem entre os anos 2000-2003 que alteraram a hidrodinâmica (Araújo et al., 2009). O Decreto n° 8.513 (Itajaí, 2008), designou a área como uma Unidade de Conservação Municipal - APA Saco da Fazenda, que é administrada pela Fundação Municipal de Meio Ambiente de Itajaí - FAMAI.


Coleta e análise dos dados


O cálculo do IIB, para o Saco da Fazenda, utilizou as bases de dados mais antigas disponíveis sobre a ictiofauna local, que compreende amostragens mensais realizadas entre os anos de 2000 a 2005 que foram agregados em dados anuais (Tabela 3) (Branco et al., 2009; Barreiros et al., 2009; Branco et al., 2011). Essas amostragens mensais tiveram continuidade com dados obtidos entre maio/2012 a abril/2013 por este trabalho. Os pontos de amostragens foram escolhidos em razão do acesso e representatividade no ambiente, utilizando os mesmos métodos (periodicidade, esforço e petrechos) que os trabalhos anteriores (Fig. 1).
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A captura dos peixes foi realizada com uma tarrafa (25 mm de malha entre nós opostos) e uma rede de espera do tipo feiticeira (30 m com três panos, um central de 40 mm e dois laterais com 400 mm). Nos pontos 2, 3, 4 foram realizados 20 lances de tarrafa e no ponto 1 foi armada e mantida a rede de espera por 4 h, com intervalos de 2 h entre as despescas. O material coletado foi acondicionado em sacos plásticos etiquetados e mantidos sob refrigeração. No laboratório os peixes foram identificados até o nível de espécie com o auxílio de bibliografia específica (Cervigón et al., 1993; Nelson, 2006; Szpilman, 2008) e bases de dados online (http://www.marinespecies.org/; http:// www.itis.gov/; http://www.fishbase.org/search.php). A nomenclatura e a ordenação das famílias seguiram a designação proposta por Nelson (2006).




Critérios para uso do Índice de Integridade Biótica

Para o cálculo do IIB é necessário à existência de uma condição de referência para avaliar a integridade do ecossistema (Karr, 1981; Karr et al., 1986) e quando esta for inexistente é possível a utilização do dado histórico mais antigo disponível (Fausch et al., 1984; Lyons et al., 2000; Bozzetti e Schulz, 2004; Zhu e Chang, 2008). Para a área de estudo o dado histórico mais antigo disponível na literatura, é do ano de 2000 (Branco et al., 2009).


Neste trabalho foram avaliados diversos atributos comumente utilizados na determinação de IIB para regiões estuarinas, como conceitos de guilda trófica e grupos funcionais (Gerking, 1994; Matthews, 1998; Elliott etal., 2007; Franco et al., 2008), sensibilidade a ações antropogênicas (Breine et al., 2010) e funções ecológicas das diferentes partes do estuário (Courrat et al., 2009; Franco et al., 2008; Martinho et al., 2008), analisando se os indicadores estabelecidos alcançam as metas ecológicas (Breine et al., 2008; Breine et al., 2010). Considerou-se um grande número de possíveis atributos baseado na proposta inicial do IIB de Karr (1981) e Karr et al. (1986), selecionando-se os mais consistentes por representarem de maneira equilibrada os níveis ecológicos de indivíduos, comunidades e ecossistema da área de estudo (Tabela 1). Para as estimativas de vulnerabilidade, posição na coluna d'água e dieta foram utilizadas as informações disponíveis em Froese e Pauly (2013).
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A determinação dos valores de cada atributo foi baseada na proposta de Schleiger (2000) e utilizada por Ferreira e Cassati (2006) que consiste em uma pontuação superior a 75 % (boa) ou inferior a 25 % (ruim). Para cada porcentagem foi atribuído um valor: 5 (75 %), 3 (25-75 %) e 1 (25 %). O IIB foi estabelecido pela média destes valores e classificado em quatro categorias de qualidade do ambiente (Ferreira e Cassati, 2006). Para cada ano de amostragem se estabeleceu a média do número de pontos alcançados em todos os atributos (Tabela 1), incluindo os mesmos em uma das quatro categorias de integridade biótica (Tabela 2).
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RESULTADOS


Para o período de 2000-2001 foram registradas 25 espécies de peixes pertencentes a 16 famílias, onde os Carangidae contribuíram com a maior riqueza, seguido dos Engraulidae, Mugilidae, Gerreidae, Gobiidae, Cichlidae, Paralichthyidae (Branco et al., 2009), sendo as espécies mais abundantes Lycengraulis grossidens (Spix e Agassiz, 1829), Mugil liza (Valenciennes, 1836), M. curema (Cuvier e Valenciennes, 1836) (Tabela 3). Entre 2001-2002, esses autores registraram 14 famílias e 25 espécies, com destaque dos Paralichthyidae e Sciaenidae, e das espécies M. curema, M. liza e Genidensgenidens (Cuvier, 1829) (Tabela 3). Em 2002-2003, ocorreram 15 famílias e 25 espécies, com o predomínio dos Carangidae, Mugilidae e Clupeidae, onde Diapterus rhombeus (Cuvier, 1829), Harengula clupeola (Cuvier, 1829) e L. grossidens dominaram as amostragens (Branco et al., 2009; Tabela 3).
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Nos anos de 2003-2004 foram identificadas 21 famílias e 42 espécies, com destaque para Carangidae, Sciaenidae e Gerridae, e das espécies M. curema, H. clupeola e Eucinostomus melanopterus (Bleeker, 1863) (Barreiros et al., 2009; Branco et al., 2011) (Tabela 3). Para os anos de 2004-2005, ocorreram 21 famílias e 36 espécies, com as maiores contribuições dos Gerreidae, Scianidae, Gobiidae, Carangidae e Mugilidae, e de M. curema, M. liza e Cetengraulis edentulus (Cuvier, 1829) (Branco et al., 2011) (Tabela 3). Já em 2012-2103 foram registradas 17 famílias, distribuídas em 34 espécies, onde os Gerreidae e Mugilidae contribuíram com a maior riqueza, seguido dos Carangidae, Engraulidae, Clupeidae, Gobiidae, e domínio de M. liza (n = 249), M. curema (n = 148) C. edentulus (n = 105) (Tabela 3).


Das 52 espécies registradas, ao longo dos períodos analisados, 17 foram encontradas em todas as amostragens 11 espécies em anos específicos e as demais espécies oscilaram entre duas e cinco ocorrências ao longo do total das amostragens (Tabela 3). Estes resultados indicam que as comunidades ao longo do tempo podem variar em sua composição e abundância relativa, em decorrência de condições hidrológicas do sistema, sazonalidade, área amostrada e gradientes de salinidade (Yánez-Arancibia e Nugent, 1977).

Os valores de IIB oscilaram ao longo do período amostral, sendo menores (2,8) no início das amostragens (2000-2001 e 2001-2002) e no final (2012-2013) indicando um ambiente pobre. Nos anos intermediários os índices IIB foram maiores alterando a categoria para regular entre 2002-2003 (3,0); 2003-2004 (3,4) e 3,0 em 2004-2005 (Fig. 2).
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DISCUSSÃO


A assembleia de peixes do Saco da Fazenda quando comparada a pesquisas desenvolvidas em regiões próximas, indica a ocorrência de algumas espécies em comum, apesar das diferenças hidrológicas e metodológicas. Com a região da foz do rio Itajaí-Açu, o Saco da Fazenda apresenta 13 famílias e 25 espécies comuns (Hostim-Silva et al., 2002; Hostim-Silva et al., 2009). No manguezal do rio Camboriú (27°00'-32°12' S e 48°36'-35°74' W), 11 famílas e 21 espécies são comuns ao Saco da Fazenda (Rodrigues et al., 1994). Para a baía da Babitonga (26°02'-26°28' S e 48°28'-48°50' W) em um primeiro trabalho foram registradas 8 famílias e 2 espécies em comum (Hostim-Silva et al., 1998) em outro estudo, 15 famílias e 30 espécies (Freitas e Valastim, 2010; Cremer et al., 2012) e em outro 18 espécies são também encontradas no Saco da Fazenda (Souza-Conceição et al., 2013).


As alterações entre a integridade das classes de IIB (pobre e regular) pode estar associada à ocupação desordenada do entorno, ao lançamento de efluentes ou as repetidas dragagens (Schettini, 2002; Araújo et al., 2009; Schettini, 2009; Schettini e Truccolo, 2009; Silveira e Resgalla Jr., 2009). Entretanto, o incremento de espécies (2002-2005) e a consequente elevação à categoria regular, indicam que as alterações na hidrodinâmica resultantes da dragagem do Saco da Fazenda entre 2000-2003 (Araújo et al., 2009) poderia ter beneficiado a assembleia de peixes, pois apesar da destruição dos habitats e da mortalidade houve um acréscimo no número de espécies, após o período de instabilidade possivelmente influenciado pelo aumento da profundidade e melhoria dos padrões de circulação local (Branco et al., 2009).

Entre 2003-2005 ocorreu um aumento no número de espécies com baixa vulnerabilidade o que pode estar associado a uma "resposta" a situações de estresse originadas por perturbações ambientais (Scott et al., 1986). As variações nos resultados dos atributos podem estar relacionadas às diferenças físicas e estruturais do habitat, como a profundidade, tipo de substrato e salinidade que não foram medidas (Marciano et al., 2004).

Mas essa relação deve ser cautelosa, pois os valores de IIB obtidos em 2012-2013 indicam o retrocesso à condição inicial de referência, já que estudos estuarinos têm demonstrado uma relação direta entre os valores de IIB e as atividades antropogênicas (Angermeier e Karr, 1994; Deegan et al., 1997; Whitfield e Elliott, 2002; Harrison e Whitfield, 2006).

Por outro lado, quando comparamos a abundância total ao longo do período amostral, constata-se uma aparente relação entre estes valores e os resultados das pontuações finais das classes de integridade, onde a contribuição em 2000-2001, 2001-2002 e 2002-2003 oscilou entre 8711.332 exemplares e as suas pontuações no IIB foram 2,8 e 3,0. Nos anos de 2003-2004 e 2004-2005 foram de 3,3185,033 exemplares e um IIB de 3,4 e 3,0, respectivamente. Porém, Hued e Bistoni (2005) relatam que a abundância não esteve diretamente associada à qualidade do local em ambientes degradados da Argentina, gerando dúvidas nos resultados obtidos. Ao contrário de Lyons et al. (1995) que no México, consideram os dados de abundância importantes em locais com diferentes níveis de degradação.

Segundo Zhu e Chang (2008) um período amostral contínuo de seis anos, seria suficiente para a avaliação de uma assembleia de peixes para ambientes impactados. Neste trabalho foi analisado um período semelhante para o Saco da Fazenda, o que possibilitou estimar as alterações temporais e espaciais da integridade local. As respostas dos ecossistemas, geralmente, estão relacionadas às alterações ambientais imediatas ou pretéritas. Pela sua natureza, estruturas dissipativas exibem um comportamento surpreendente, que não pode ser previsto a priori e pode ser catastrófico (Kay, 1991).

Concordamos com a ideia de Araújo et al. (1998) e Bozzetti e Schulz (2004) que recomendam cautela na aplicação e deduções baseadas em IBI, pois os valores individuais podem não refletir a dinâmica dos sistemas biológicos. Nosso estudo mostrou que a diferença na composição das espécies influenciou de maneira geral os resultados do IIB. A partir de nossas observações e de outros trabalhos, recomendamos o uso de IIB para analisar as condições biológicas e ecológicas de estuários no sul do Brasil.

CONCLUSÃO

Este estudo foi realizado utilizando a ictiofauna do estuário do Saco da Fazenda com o objetivo de calcular o índice de Integridade Biótica (IIB) e avaliar suas flutuações ao longo dos anos. Onze atributos foram utilizados para compor o cálculo do IIB e avaliar as condições da área de estudo ao longo de seis anos, não contínuos, de amostragem. Os dados obtidos a partir desta série temporal foram suficientes para uma primeira tentativa de um IIB modificado para a análise sobre as mudanças temporais da integridade biótica dentro do estuário Saco da Fazenda, refletindo adequadamente a situação do ambiente.

Os atributos utilizados neste trabalho podem servir como modelo para outras regiões estuarinas que apresentem condições similares ou não. Entre uma região ou outra pode existir uma grande variação na ecologia das espécies locais e das condições consideradas como minimamente impactadas, sendo necessário que se realizem adaptações nos atributos para uma adequação das informações disponíveis sobre o grupo de organismos indicador. O índice é um indicador valioso para que se tenha um entendimento entre as conexões existentes entre o ambiente aquático e as "atividades" que podem pertubar o seu equilíbrio sendo uma ferramenta útil para o diálogo entre gestores, políticos e outros grupos de atores envolvidos. Ressaltamos que as decisões de gestores fundamentadas em IIB devem ser cautelosas, contemplando o funcionamento dos sistemas biológicos como um todo.
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ABSTRACT


Mangrove forests have a simple architecture. They shelter a few number of arboreal species that grow in a saline environment subject to tidal activity. The research objective was to evaluate possible interactions between physical-chemical soil attributes and plant-leaf nutrient concentrations of different mangrove species. Different mangrove species growing in the same soil, and the same mangrove species growing in two different soil classes were evaluated as to their leaf nutrient concentration patterns. The study was carried out in mangrove areas of the State of Paraná, southern Brazil, in two distinct soil classes: HISTOSOL THIOMORPHIC Salic sodic and GLEYSOL THIOMORPHIC Salic sodic; and three different species: Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa and Rhizophora mangle. Two subareas were delimited within each area from which soil and leaf samples were collected. Samplings from five individuals of each dominant mangrove species were taken from the soil (0-10 cm deep) under each tree crown projection. The data was submitted to statistical analysis using a set of simple and multivariate analysis in order to determine possible differences among mangrove species leaf nutrient concentrations, and whether these differences might be correlated with the soil attributes or not.


The results exposed that the nutritional state of the mangrove species is different and independent form the soil attributes in which they grow. Few correlations were found among leaf nutrient concentrations and soil attributes, suggesting differential selective nutrient uptake among species.


Keywords: Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa, mangrove, soil, plant nutrients, Rhizophora mangle, soil chemical attributes.





RESUMEN


Los manglares son bosques de arquitectura simple que albergan pocas especies arbóreas, creciendo en un ambiente salino sometido a la influencia de las mareas. El objetivo de este trabajo fue evaluar las posibles interacciones entre las propiedades fisicoquímicas del suelo y la concentración de nutrientes en hojas de diferentes especies de mangle. Se investigó si las diferentes especies que se desarrollan en la misma clase de suelo tienen concentraciones de nutrientes foliares similares, y si las plantas de mangles de la misma especie que se desarrollan en diferentes tipos de suelos tienen concentraciones foliares similares. El estudio se desarrolló en manglares del Estado de Paraná, sur de Brasil, en dos tipos de suelos diferentes (HISTOSOL TIÓNICO Salino sódico y GLEYSOL TIÓNICO Salino sódico). Se analizaron tres especies vegetales diferentes (Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa y Rhizophora mangle). En cada área se delimitaron dos subáreas para recolectar el suelo y las hojas de cada una de las especies. Se tomaron cinco individuos de cada especie del dosel dominante para recoger hojas y muestras de suelo de 0-10 cm, en la proyección de la copa de los árboles seleccionados. Se realizaron análisis univariados y multivariados para probar si las especies de mangle tienen perfiles nutricionales diferentes, y si existe alguna correlación entre las propiedades del suelo con la composición química de las hojas. Los resultados mostraron que el estado nutricional de las especies de mangle es distinto e independiente de los atributos de los suelos en los que se encuentran. Las concentraciones de elementos en las hojas presentan poca correlación con los nutrientes del suelo, lo que sugiere que la absorción de nutrientes por las plantas es selectiva.



Palabras clave: Atributos químicos del suelo, Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa, mangle, nutrientes, Rhizophora mangle.





RESUMO


Manguezais são florestas de arquitetura simples, abrigando poucas espécies arbóreas, vegetando em ambiente salino e sujeito ao regime de marés. O objetivo desta pesquisa foi avaliar as possíveis interações entre os atributos físico-químicos do solo e a concentração de nutrientes nas folhas de diferentes espécies de mangue. Assim, foi investigado se as diferentes espécies que se desenvolvem sobre a mesma classe de solo apresentam concentrações de nutrientes foliares similares, e se plantas de mangue da mesma espécie que ocorrem sobre diferentes classes de solo apresentam concentrações de nutrientes foliares similares. O estudo foi desenvolvido em manguezais no Estado do Paraná, Sul do Brasil, em duas classes distintas de solo (ORGANOSSOLO TIOMÓRFICO Sálico sódico e GLEISSOLO TIOMÓRFICO Sálico sódico), e três espécies diferentes de plantas (Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa and Rhizophora mangle). Em cada área foram delimitadas duas subáreas para coleta de solo e folhas das espécies. Cinco indivíduos do dossel dominante de cada espécie para coleta de folhas, na projeção da copa das árvores, e amostras de solo de 0-10 cm foram selecionados. Para testar se espécies de mangue apresentam perfis nutricionais distintos e se há correlação entre os atributos do solo com a composição química foliar um conjunto de análises univariadas multivariadas foram realizadas. Os resultados demonstraram que o estado nutricional das plantas é distinto e individualizado, independente dos atributos do solo em que se encontram as espécies. As concentrações dos elementos nas folhas pouco se correlacionaram com os nutrientes do solo, sugerindo absorção seletiva dos nutrientes pelas plantas.


Palavras-Chave: Atributos químicos do solo, Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa, mangue, nutrientes, Rhizophora mangle.





INTRODUCTION


Mangroves are ecosystems located between the highlands and ocean, characteristics of saline coastal habitats in the tropics and subtropics, occurring as an interface between land and sea (Schwarz, 2003). Such environments are dominated by many typical tree and shrub species adapted to a fine sediment substrate originated from periodical tide flood depositions, rich in organic matter, with varied salinity and low oxygen (Griffiths et al., 2008).


The mangrove forest areas of the world occupy around 14.65 million hectares (Wilkie and Fortuna, 2003). Brazil ranks third with one of the world's largest mangrove areas, representing 7 % of the world (Giri et al., 2011). The Brazilian mangroves are found along 6800 km of coast from the extreme north of Oiapoque (State of Amapá) until the southern region of Santa Catarina State (Schaeffer-Novelli et al., 1990). Although it is considered a Permanent Preservation Area (PPA) according to the Brazilian directive CONAMA 303/02, this ecosystem is under continuous anthropic activity threat (Krug et al., 2007). About 35 % of the Brazilian mangrove forests were lost between the 1980's and 1990's (Valiela et al., 2001).


Mangrove forests show low tree species diversity when compared to other tropical forests (Kathiresan, 2008). At southern Brazil, only three mangrove species are usually found: Rhizophora mangle L.; Laguncularia racemosa (L.) Gaertn; and Avicennia schaueriana Stapf & Leachman.


Despite the low plant diversity, mangroves play an important ecological role in the coastal areas (Kauffman et al., 2011), because they are a source of organic matter for the ecosystem. They also provide goods and food for the human population, thereby demonstrating their socio-economic role (Soares et al., 2003).


Species abundance is influenced by several factors such as geomorphology, climate, tide amplitude, salinity and edaphic characteristics (Boto and Wellington, 1984). Such abiotic factors are generally interrelated, as for instance soil salinity affecting leaf nutrient concentrations (Araujo et al., 2010). Besides the complex interactions among abiotic factors, many mangrove species may present differences in the absolute plant nutrient concentrations and the relative ratios between nutrients due to different plant species abilities in nutrient selectivity and uptake (Bernini et al., 2006).


Studies at the southern and northern coastal regions of Brazil showed that mangrove species presented differential nutrient concentrations. The Avicennia species was observed to show higher leaf concentrations of nitrogen (N), potassium (K) and magnesium (Mg) and lower concentrations of calcium (Ca) than Rhizophora mangle and Laguncularia racemosa (Cuzzuol and Campos, 2001; Bernini et al., 2010). Such variation is expected considering that these species have differential selectivity for nutrients even growing in the same environment (Bernini et al., 2006).


The spatial and temporal nutrient variability in the soil might also collaborate in differential nutrient uptake among species (Bernini et al., 2010). Nevertheless, other studies have suggested that soil physical-chemical attributes might also affect plant leaf nutrient concentrations, mainly when plants share the same pool of soil nutrients (Vitousek and Sanford, 1986).


Soil salinity is considered a determinant factor affecting mangrove vegetation structure and development (Bernini et al., 2006). Excessive soil sodium (Na) might induce other cation deficiencies in the plants. There are studies evidencing that mangrove foliar Ca concentrations are controlled by or dependent on the soil Na concentrations (Waisel, 1972). On the other hand, Ca is indispensable to the plant survival under mangrove environment conditions enhancing K uptake and Na inhibition (Lacerda et al., 1986).


Mangrove soils are classified as allomorphic soils, developed by the deposition of sediments from the ocean, rivers and rain runoff. The main soil classes in these environments are: thiomorphic Gleysols and salic Gleysols, and Histosols (Vidal Torrado, 2005). These soils are mainly characterized by fine sediments (clay and silt), high organic matter and soluble salts (from sea water) (Citrón and Schaffer-Novelli, 1983).


In the State of Paraná, Brazil, Gleysols and Histosols are commonly found and both may present thiomorphism (Embrapa, 2009). The Gleysol class consists of hydromorphic soils characterized by a grey color as a consequence of the presence of reduced iron (Fe2+) due to constant (periodical or permanent) water saturation; the Gleysols are constituted by minerals of varied textures. The Histosol class consists of soils with high proportion of vegetal residues in different degrees of decomposition, poor drainage conditions, very low density and high porosity; they are extremely fragile soils, but with high organic-C and water storage capacity (Embrapa, 2009).


Based on the soil-plant interaction evaluations, mainly on the relationships among soil physical-chemical attributes and plant leaf nutrient concentrations, two mangrove areas of southern Brazil with two distinct floristic structural organization such as tree abundance and basal area, were studied. The areas were characterized by two distinct soil classes (salic-sodic thiomorphic Histosol and salic-sodic thiomorphic Gleysol), with different organic-C contents. This study aimed to investigate if the leaf nutrient concentrations are soil class dependent, and if soil chemical-physical attributes would interrelate with leaf nutrients.


MATERIAL AND METHODS


Research area


This study was carried out at Antonina and Guaratuba municipal districts, State of Paraná, Brazil. Antonina is located at the western region of Paranaguá Bay and covers an area of 460 km2. Guaratuba is located at the Guaratuba Bay and represents the second greatest estuarine complex of Paraná coast with 48.72 km2 (Fig. 1). The mangrove geographical position, edaphic and climatic characteristics are presented in Table 1. The average annual rainfall and daily temperature data is referred to the year of 2010, registered by the Paranaguá Station of the Meteorological System of Paraná (SIMEPAR) (Table 1).
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Material sampling


For each mangrove site an area of about 1000 m2 (10 m x 100 m), was established parallel to the shore line for soil and plant leaf samplings from A. schaueriana, L. racemosa and R. mangle. Five dominant individuals were randomly marked per area along the entire mangrove strip. At Antonina, the individuals were marked in the superior middle part of the Nhundiaquara River estuary; and at Guaratuba, in the middle part of Pinheiros River.


Intact mature leaves were collected from the middle of the tree crown at north face (Borille et al., 2005), during July 2010, using pruning-scissors. Young and senescent leaves were not considered. Leaf samples were thoroughly rinsed and dried in a forced-air oven at 60 ºC until constant weight, grinded to powder and submitted to nitric-perchloric digestion, according to Jones and Case (1990). Phosphorus (P), potassium (K), calcium (Ca), magnesium (Mg), sodium (Na) and sulfur (S) were determined by ICP-OES (inductively coupled plasma optical emission spectrometry) with argon plasma. Nitrogen (N) was determined by Kjeldahl method (Jones and Case, 1990).

Soil samples were collected at 0-10 cm deep (Nielsen and Andersen, 2003) in four selected points under each tree crown projection, during June 2010. Soil samples were air-dried at room temperature and passed through 2 mm sieve to obtain the air-dried fine soil fraction (< 2 mm). Soil samples were then analyzed for pH CaCl2, P, K, Ca, Mg, Na and aluminum (Al), according to the "Manual of Methods for Soil Analysis" (Embrapa, 1997); Carbon (C) and N were determined by combustion using a VARIO-EL-III analyzer, Elementar® model. The mangrove thiomorphic character was confirmed according to classification of Embrapa (2009).


Statistical analysis


Plant and soil data were submitted to univariate and multivariate (data clustering and ordination) analyses in order to test whether mangrove species growing in different soil classes would show differential leaf nutrient concentrations. Univariate analysis was used to evaluate plant responses within and among mangrove areas. Statistical differences among areas were assured by means of two analyses of variance (one-way ANOVA), firstly including species as the variable factor, and secondly, the mangrove areas. Soil pedological attributes and leaf nutrient concentrations were the dependent variables. After ANOVA, variable means were compared by Fisher test LSD (p < 0.05). The variance homogeneity and Gaussian distribution were checked out by means of Bartlett test (p < 0.05) and Kolmogorov-Smirnov (p < 0.05) (Zar, 1999).

The K uptake efficiency in the presence of high Na concentrations was evaluated by means of the net selectivity efficiency index (net SK:Na), according to Flowers and Colmer (2008), calculated by the following formula:
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Where leaf nutrient unities are in g.kg-1 and soil nutrient unities in mg.kg-1; the conversion factor for K is 0.391 and for Na is 0.230.


In order to detect differences among plant nutrient concentrations and soil chemical attributes in both mangrove areas, three Principal Components Analyses (PCA) were made with Euclidian distance. Pearson correlations among original variables and the PCA scores were made to identify which variables were the responsible for the variations. The number of axis was determined by the randomizing test with 999 permutations. Analyses were run by the PC-ORD 6.0 program (McCune and Mefford, 2011). In order to verify if the species present distinct strategies in nutrient absorption a hierarchical classification procedure was employed (cluster analysis, Euclidean distance and complete linkage–farthest neighbor), utilizing a matrix of leaf nutrient data, separately for each mangrove. The cophenetic correlation coefficient was calculated for each group with the objective to verify the deformation degree resulted from the dendrogram construction. In this study both coefficients were greater than 0.75. To test if the hierarquical classification could be significantly separated, a Permanova (Permutational Multivariate Analysis of Variance ) with 999 permutations of the residuals in the full model was performed with the same distances used in the hierarchical classification (McCune and Grace, 2002).

RESULTS


Soil analysis


Soil samples from Antonina showed lower pH values than those from Guaratuba, but no differences among soil for each species, within each area, were observed. However, differences between soils were observed when each species was individually compared (Table 2).
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Higher electrical conductivity (EC) was found in soil samples from Guaratuba than from Antonina, but no significant differences among the species soil samples within the same area were found (Table 2).

Significant higher organic matter concentration values (OM) were found in soil samples from Antonina than from Guaratuba. In addition, significant differences within each area were observed, among the three species (Table 2). In the same way, higher soil carbon (C) values and C:N ratios were found in samples from Antonina, as expected, since these variables are related with organic matter.

No significant differences among the three species soil samples within each mangrove area were found for Ca, K, Mg, Na and P concentrations. But higher K and P concentrations were found in soil samples from Guaratuba than from Antonina. On the other hand, higher N concentrations were found in soil samples from Antonina, but only those collected under the A. shaueriana and L. racemosa species (Table 2).

Leaf analysis

The leaf nutrient concentrations were ranked according to the following decreasing values for the three mangrove species: N > K > S > Mg > Na > Ca > P for A. shaueriana, in both mangrove areas; Ca > N > K > Na> S > Mg > P for L. racemosa in Antonina and Ca > N > Na> S > K > Mg > P in Guaratuba; N > Ca> K > Na> S > Mg > P for R. mangle, in Antonina, and the opposite Na > K in Guaratuba (Table 3).
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In general, considering the same soil type or location, the three species differ significantly according to their nutrient leaf concentrations (Antonia F = 49.94; p < 0.01 e Guaratuba F = 51.52; p < 0.01) (Fig. 5 and Fig. 6).
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No significant differences between areas for the same species leaf nutrient concentrations were found, except for A. schaueriana that showed higher leaf N concentration in Antonina (Table 3). Besides, leaf N concentrations were ranked in the same decreasing order for the species, within each mangrove area, as follows: A. schaueriana > R. mangle > L. racemosa. Potassium, Mg, S and Na showed higher and significant differences in A. schaueriana against L. racemosa and R. mangle (Table 3). Leaf P concentrations also showed the same tendency in both areas and within each area the following decreasing gradient was observed: A. shaueriana > R. mangle = L. racemosa for both Antonina and Guaratuba mangroves. As concerned to leaf Ca concentrations, A. shaueriana showed, in average, 3.5-fold lower Ca than L. racemosa in both mangrove areas (Table 3).

In Guaratuba, higher net selectivity efficiency index (net SK:Na) values for K (in presence of Na) were found for A. shaueriana than for L. racemosa and R. mangle. In Antonina, A. shaueriana and R. mangle showed similar index values, which were higher than L. racemosa index (Table 3).


Soil-plant interaction


The data matrix analysis revealed few correlations among soil and plant variables. Positive correlations between soil Na and R. mangle leaf N in Guaratuba (r = 0.75; p < 0.05) and L. racemosa leaf N in Antonina (r = 0.72; p < 0.05) were found, respectively.


The principal coordinate analyses (PCA) of soil data collected under the three species crown projections and their respective leaf nutrient concentrations allowed clustering the species into two groups (Antonina and Guaratuba mangroves). The pedological attributes were the variables that mostly contributed, but correlation coefficients between principal coordinates and leaf nutrients were not above 0.70 (Table 4). This means that the data clustering and ordination found for A. shaueriana explained 65.1 % of the data (PCA 1= 44.1 % and PCA 2 = 21 %) (Fig. 2). The soil pH, Al, H+Al, K, P, C, Na and OM showed higher correlations with the first coordinate. The second coordinate also separated the plots into two groups, but it was mostly correlated with Mg and N variables.
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The ordination analysis for L. racemosa clustered the mangrove areas in two distinct groups (Fig. 3). The first and second coordinates together explained 60.1 % of data variation (PCA 1= 42 % and PCA 2 = 18.1 %). Soil pH, Al, H+Al, K, P, C, and OM were the attributes mostly correlated with the first coordinate, and Na with the second coordinate.


The ordination analysis for R. mangle also clustered the mangrove areas into two distinct groups (Fig. 4). Both coordinates together explained 55.6 % of the data variation (PCA 1= 40.1 % and PCA 2 = 15.5 %). Soil pH, Al, H+Al, K, P and Na were the attributes mostly correlated with the first coordinate, and C and OM with the second coordinate (r < 0.70) (Table 4).



DISCUSSION


Soil analysis



The soil chemical analysis showed intra and interspecific variations, and the results were similar to the average values of other Brazilian mangroves (Cuzzuol and Campos, 2001; Bernini et al., 2010; Bernini and Rezende, 2010). The main differential soil attributes between areas were Al, K, P, CEC, m % and V %, plus C-content that separated the soils in Histosol and Gleysol classes.


The expressive differential percentages between the soil classes represented by m = 92 %; Al = 91 %; P = 44 %; K = 39 %; pH = 37 %; V% = 31 %; C and OM = 29 %; and CEC = 28 %, are coherent with the clusters expressed in Fig. 2-4. Significant differences for N were only found in Guaratuba and for C/N ratio in Antonina. Therefore, the statistical analysis among and within mangrove areas showed that significantly different soil variables were related with the distinct soil classification.


Carbon concentration was the main attribute responsible for the mangrove soil classification, characterizing a Histosol in Antonina and a Gleysol in Guaratuba. The Guaratuba soil profile did not show a sufficiently expressive histic horizon to be classified as a Histosol. However, the gleysol samples showed higher OM concentrations nearby the R. mangle individuals than nearby other species. This higher OM concentration resulted from its accumulation in the depressions, where R. mangle occurs when growing in inland sites, despite its frequently occurrence on coastal locations. The present data corroborated other authors' results, when high OM contents were observed nearby R. mangle plants in mangrove areas of Mexico (Lópes-Portillo and Ezcurra, 1989) and southern Brazil (Carmo et al., 1998).


The lower pH values observed in Antonina's soil samples are probable due to the greater amount of sulfur radicals generated from OM and also to their greater potential acidity. However, two special considerations about Antonina's pH values must be done: (a) routine soil analysis showed very low pH values (3.5–4.5) indicating acidic medium; such low values are probably due to the soil sample procedure for chemical analysis, because oxidation of sulfur and derivates occur during soil drying (Bernini and Rezende, 2010); (b) under soil water saturation conditions (Embrapa, 2009), the same soil samples presented pH range of 6.8-7.4, which are more compatible with the high soil base saturation (V%) values found. Some of these mangrove soils may show pH ≤ 4.0, when incubated for until eight weeks, and then, they are characterized as thiomorphic soils (Embrapa, 2009).


The higher soil exchangeable base (Ca, Mg, K and Na) concentrations (SBCS, 2004) corroborated the in situ higher pH values found (Cuzzuol and Rocha, 2012). The same is evidenced by soil CEC values, because soil charges are originated from the high OM concentrations and mineral colloids of sediments. The OM higher CEC in Antonina than in Guaratuba soils is probably due to the organic constitution of Antonina's soils. Little variation of sum of bases (SB) was observed between areas and species. In this case Bases Saturation (V %), is inversely proportional to CEC, which in turn is dependent on the organic or mineral colloid characteristics.


The soil high electrical conductivity (EC) values (> 7dSm-1 at 25 ºC) conferred the Salic character to such mangrove soils (Embrapa, 2009). Furthermore, the high Na concentration values observed in these mangrove soils might be explained by the frequent flooding with saline waters in such areas, conferring the Sodic character to soil classification (Embrapa, 2009). Both studied areas presented high percentage of soil Na in the colloid exchange loci.


Leaf Analysis


Differential leaf nutrient concentrations were observed among mangrove species in both areas, although all three species were under the same synergistic and antagonistic relationships during root nutrient uptake from soil (Cuzzuol and Rocha, 2012).


In the present study, the leaf nutrient concentration means were within the range described in the literature for Brazilian mangroves (Cuzzuol and Campos, 2001; Bernini et al., 2010; Bernini and Rezende, 2010). However, different nutrient concentration patterns were observed for the three species, contrarily to the results reported by Bernini et al. (2010). They found similar nutrient patterns in L. racemosa and R. mangle species, when studying the Espírito Santo mangroves, at southern Brazil. On the other hand, in the present study highest leaf N and lowest P and S concentrations were found in A. shaueriana and R. mangle species, corroborating the results of Cuzzuol and Campos (2001), when studying the Mucuri mangrove in the State of Bahia, Brazil.


The differential leaf nutrient concentration ranking among mangrove species (K > Mg > Ca in A. shaueriana; Ca > K > Mg in L. racemosa and R. mangle) appears to be related to the reciprocal antagonism among cations (Mengel, 1984), as well as to the seasonal variation that directly influences the leaf nutrient concentrations.


There was a clear distinction among species as to their leaf N concentrations, significantly higher in A. shaueriana leaves, independently of the soil type (Table 2). This species' higher leaf N concentration might be the result of glycinebetain (N-rich quaternary ammonium compound) accumulation in the cytoplasm that is supposed to contribute to plant salt tolerance (Popp, 1984; Medina and Francisco, 1997).


Avicennia shaueriana's higher leaf Mg and Na concentrations evidenced a selective root uptake for these nutrients, fact that is a characteristic salt excretion mechanism present in the species of this genus (Lacerda et al., 1985; Medina and Francisco, 1997).


On the other hand, the differential leaf K concentrations observed among species suggested diverse mechanisms affecting soil K movement to the rhizosphere, and else, distinct root K selectivity and uptake (Meurer, 2006). The net K selectivity index (net SK:Na) values found (average = 19) were within the range indicated (9-60) by Flowers and Colmer (2008). The data evidenced that the medium physical characteristics might interfere on the K index values. High net SK:Na values for A. shaueriana in both studied areas expressed greater K uptake ability in the presence of high Na concentrations and higher K selectivity.


The high leaf Ca, superior than N concentrations observed in L. racemosa leaves do not represent the species usual nutrient pattern. Low leaf Ca was also found in A. shaueriana in mangroves of northern (Cuzzuol and Campos, 2001) and southern Brazil (Bernini et al., 2006) and seemed to be a characteristic of species of this genus, independently of the soil type where the individuals are grown. Else, it would depend on which plant category the species would belong to, as concerned to Ca acquisition and accumulation, such as the so-called oxalate containing plants (Hawkesford et al., 2012). The oxalate containing plants are characterized by the presence of free oxalate in the roots that would precipitate Ca and possibly restrict this nutrient transport to the xylem (Bernini et al., 2006).


Soil- plant interaction


The ordination analysis and Pearson correlations between soil and plant nutrient variables evidenced the soil was not a conditioning factor for the species leaf nutrient concentrations in the studied mangrove areas.


Higher soil N and C concentrations were found in Antonina, indicating greater soil OM enrichment compared to Guaratuba mangrove, and characterizing the Histosol class. The significant increases in such soil attributes determined the soil ordination under the respective species. The highest OM concentration values in Antonina might be consequence of harbor activities and urban conglomerations nearby the experiment sampling area, because the organic matter seemed to be a mixture of autochthonous and allochthonous OM depositions from continental origin (Bittencourt, 1998; Lana, 1998).


The soil K and pH data ordination might be explained by the strong relationship between the soil base saturation and soil pH (Raij, 1983). It is highlighted that in Guaratuba, where soil base saturation was close to 90 % and pH was higher than at Antonina, the base saturation and pH values might also be due to potassium feldspars of regional sediments originated from elements of the "Serra do Mar" mountain ridge (Angulo, 2004).


On the other hand, Antonina's mangrove soil showed relatively high Al saturation, lower base saturation, and lower K concentrations, although K was high enough in terms of plant nutrition. However, even with K-rich feldspar depositions, Antonina's mangrove lower soil K concentrations might be explained by the lower K–OM binding affinity, suggesting greater K leaching and lower extractable K concentrations.


Mangrove soil ordination was strongly defined by soil Al and H+Al concentration values. Antonina's mangrove higher potential acidity, as already discussed, is probably due to this environment higher OM content (Lin et al., 2009).


However, soil data ordination was not possible when using the variables responsible for mangrove soil classification (C, C/N and OM). This fact, in the case of R. mangle, might be attributed to its favorite localization at mangrove margins, which is a region of greater instability and more susceptible to tide action. Therefore, as this species follows along both mangrove margins, the spatial factor might have greatly influenced the R. mangle leaf chemical composition (Cuzzuol and Rocha, 2012). Contrarily to R. mangle, the other mangrove species seemed to more intensively respond to the soil matrix physical-chemical processes. Depending on the soil texture, soil factors such as redox potential, pH, CEC, C and EC might exert more or less influence on plant species nutrient uptake. The differential nutrient leaf composition of A. shaueriana and L. racemosa might also be attributed to the soil saturation degree and micro relief (Jimenez,1988; Jimenez and Lugo, 1988).

From this study resulted that different mangrove species growing in the same soil class presented differential leaf nutrient concentrations. Avicennia shaueriana showed higher leaf nutrient concentrations, except for Ca, than the other two studied species (R. mangle and L. racemosa). Among the three species, A. shaueriana showed the highest net selectivity index for potassium in the presence of high saturation levels of sodium.

Differential and individual species nutritional patterns were observed, evaluated by the leaf nutrient concentrations, independently of the soil attributes in which they were growing. Differences observed in soil characteristics did not affect the species nutritional patterns. Few correlations were found between leaf and soil nutrient concentrations, suggesting differential selective nutrient uptake among mangrove plant species.

CONCLUSION


Different mangrove species growing in the same soil class presented differential leaf nutrient concentrations.Avicennia shauerianashowed higher leaf nutrient concentrations, except for Ca, than the other two studied species (R. mangleandL. racemosa). Among the three studied species,A. shauerianashowedhighest values of selectivity indexfor potassium in the presence of high saturation levels of sodium.

Differential and individual species nutritional patterns were observed, evaluated by the leaf nutrient concentrations, independently of the soil attributes in which they were growing.

Differences observed in soil characteristics did not affect the species nutritional patterns. Few correlations were found between leaf and soil nutrient concentrations, suggesting differential selective nutrient uptake among mangrove plant species.
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ABSTRACT


Restinga formations grow on sandy spits of coastal plains, an environment whose conditions limit the growth and development of vegetal species. Studies on restinga gradients are good examples of how plants acclimate to restrictive environments. This work compares three woody species co-occurring in four vegetations of a restinga from Southern Brazil. It pinpoints morpho-anatomical attributes that favor the survival of species faced with spatial variability of soil and light conditions. Results indicate that they respond differently to environmental variables on different scales. The plastic response of morphological attributes is more marked than that of anatomical ones. Varronia curassavica and Dodonaea viscosa showed more xeromorphic features on the more stressful restinga formations while Symphyopappus casarettoi varied between xerophyte to mesophyte forms along the gradient. Individual height, fresh and dry leaf masses, leaf area, specific leaf mass and area, leaf density, and water content are particularly noteworthy. These responses are strategies allowing the studied species to survive in restinga environment with highly variable soil nutrient, water availability, and light conditions. The environmental conditions are important features that modulate de plant morphology along the gradient.


Keywords: Coastal vegetation, leaf morphology, leaf anatomy, light and soil conditions.




RESUMEN


Restinga (o cordón litoral) es una formación que se desarrolla en cordones arenosos de planícies litorales. Este ambiente presenta condiciones limitantes al crecimiento y desarrollo de las especies vegetales. Estudios en gradientes de restinga son buenos ejemplos de como las plantas se aclimatan a las condiciones ambientales restrictivas. Este trabajo tuvo como objetivo comparar tres especies leñosas co-ocurrentes en cuatro fisonomías de una restinga del sur de Brasil, buscando conocer los atributos morfo-anatómicos que favorecen la sobrevivencia de estas especies frente a la heterogeneidad espacial de las condiciones de suelo y luz. Los resultados indican que las variables ambientales fueron percibidas en diferentes escalas por las especies. Varronia curassavica y Dodonaea viscosa mostraron características más xeromórficas en las formaciones de restinga más estressantes, mientras que Symphyopappus casarettoi varió entre formas xerofíticas a mesofíticas a lo largo del gradiente. Atributos morfológicos presentaron respuesta plástica mas acentuada que los anatómicos, destácandose la altura de los individuos, las masas foliares frescas y secas, el área foliar, el área y la masa específica foliar, la densidad foliar y el contenido de agua. Tales características representan estrategias que permiten a las especies estudiadas sobrevivir en ambientes de restinga con elevada variación en la disponibilidad de nutrientes, agua del suelo y condiciones de luminosidad. Las condiciones ambientales son características importantes que modulan la morfología de la planta de lo largo del gradiente.


Palabras clave: Anatomía de la hoja, condiciones de luz y el suelo, morfología de la hoja, vegetación costera.





INTRODUCTION



In nature, environmental conditions vary spatially and temporally and exhibit complex patterns that limit the establishment and development of vegetation (Rossatto et al., 2009). Climate, rainfall, altitude, relief, soil, and light can influence the plant morphological traits (Givnish, 1984). Soil fertility and light can affect directly plant growth (Henriques and Marcelis, 2000). Soil nutrient availability induces different strategies of resource allocation and variations in leaf morphological traits (Boeger et al., 2004; Louw-Gaume et al., 2010; Lü et al., 2012), while incident light regulates plant growth, due to its greater spatial and temporal heterogeneity (Pugnaire and Valladares, 2007). Plants can adjust and grow on large environmental scales (Lambers et al., 1989). Their interaction with distinct abiotic factors is a precursor of adaptation to their growth (Givnish, 1984; Sultan, 1995), through adjustments of morphological, anatomical, physiological (Schlichting, 1986), and reproductive characteristics (Sultan, 2000).


The ability of an organism to alter its phenotype in response to changes in the environment is named phenotypic plasticity (Gratani, 2014). It is an adequate way for sessile organisms to deal with environmental heterogeneity (Sultan, 2000). It influences their adaptation (Pigliucci, 2005) and triggers variations that lead to adaptive divergences and allow for evolution and speciation (Valladares et al., 2007).


Plants are plastic for several important ecological attributes (Sultan, 2000). However, plasticity can adopt a modular form, and affect meristems, leaves, stems, rather than the whole plant (Kroon et al., 2005). Leaves have been considered the most plastic plant organ (Dickison, 2000).


From the ecological viewpoint, these plastic responses and their magnitude can reduce extinction risks (Givnish, 2002). In addition, they allow plants to explore distinct habitats and richer resource niches and to enlarge their geographic distribution (Sultan, 2000; Bradshaw, 2006).

In heterogeneous environments, plants with a larger plastic potential can promote the formation of ecotypes, especially in environments with an edaphic gradient (Fuzeto and Lomônaco, 2000; Cardoso and Lomônaco, 2003), such as restingas.

Restinga is a pioneer plant formation distributed in mosaics on coastal plains along sand dunes originated by marine sediment deposition and secondarily modeled by wind action (Bigarella, 2001; IBGE, 2012). This formation occurs along the whole Brazilian coastline, on quaternary deposits formed by marine transgressions and regressions (Araújo and Henriques, 1984; Veloso et al., 1991). Restinga belongs to the Mata Atlantica domain (Rizzini, 1997). Its plant communities depend more on soil conditions than on climate (Brasil, 1999). They are distributed from the high tide line to the forests close to the Serra do Mar elevations (Rizzini, 1997) and include from herbaceous, creeping, and psammophylous plants, with low diversity on dunes, to ombrophilous dense forests, with higher plant diversity (Fernandes, 2006). Some plant species are established from the tide line to the dense forest and compete in an efficient way for the available resources.

Restinga plants are known to survive in severe environmental conditions and with limited nutrient supply (Fernandes, 2006). They are considered halophytes-psammophytes due to their tolerance to salinity and movement of dunes (Bigarella, 2001). They usually grew in soil with low availability of water and organic matter and under intense sunlight (Waechter, 1985). These conditions vary along the edaphic gradient toward the forest. The few studies that addressed the functional responses of dune plants to the environmental conditions showed the development of xeromorphic traits related to water economy. Small and vertical leaves, thick cuticles, stomata on both leaf surfaces, and water-storage parenchyma on leaf and stem are present among halophyte-psammophyte plants. All allow for a higher efficiency of the physiological processes to occupy and survive in restinga ecosystems (Boeger and Gluzezak, 2006; Arruda et al., 2009).

The processes by which plants decode environmental signals (Schmitt et al., 2003) must be studied to understand their plasticity in different natural habitats, since their morphological and anatomical responses provide information on their plastic potential in different conditions of soil and light conditions.

The main objective of this study is to evaluate comparatively the morpho-anatomical traits of three species along a light-edaphic gradient in a restinga from Southern Brazil. We assume that, independently from the phylogenetic relationships among them, the environmental conditions modulate the convergent plastic responses of plants in order to survive and grow in this limited environment. Herein, we test the hypothesis that the more restrictive environment of the restinga enhances the xeromophic characters of the species.


MATERIALS AND METHODS


Study site


Study area is located at Grande beach, São Francisco do Sul County, Santa Catarina, Brazil (48º 33' W e 26º 17' S). This area is a Conservation Unity of Integral Preservation, named Acaraí State Park, and classified as extremely high priority by the Project for the Conservation and Sustainable Use of Brazilian Biodiversity (PROBIO, 2003). Its 6,667 ha of coastal plains include dunes, restinga, the low-land forest of Praia Grande, the hydrological complex of the Acarí and Perequê rivers, and the Capivaru lagoon (FATMA, 2008). Climate is classified as mesothermic and Cfa, in Köppen's classification. It is strongly influenced by marine humidity. Annual mean rainfall is 2,372 mm. Annual mean temperature is 21.3 °C (12.9 °C to 33.6 °C, EPAGRI, 2014). The following restinga vegetations, adapted from FATMA (2008), and associated to an edaphic gradient constitute the study areas (Fig. 1):
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	Herb restinga (Rh) – composed of psammophilous and halophyte species, predominantly rhizomatous, cespitose, and creepy herbaceous plants growing on dunes and antidunes. Soil is sandy, quartzarenic neosol with low water and nutrient retention capacity and low fertility.


	Shrub restinga (Ra) – Formed by dense 0.5 to 1.5 m high shrub mosaics. Its non-hydromorphic, sandy, strongly acid spodosol has a low nutrient content.


	Shrub-tree Restinga (Raa) – This vegetation arises when dunes are more inland and stable. It is composed by shrubs and trees between 2 and 5 m high. Pedological conditions are similar to Ra.


	Transition Forest (Ft) – A forest formation with a continuous stratum between 15 and 20 m high, on spodosol + hydromorphic organosol. Soil has a high concentration of organic matter and water content. This area is a transition to dense ombrophilous forest stricto sensu.




Measurement of environmental variables


Soil characterization included: a) nutritional status and salinity performed by the Laboratório de Análise do Solo e Planta of the Instituto Agronômico de Campinas/SP-Brasil based on five homogenized samples from each physiognomy collected 15 cm deep, according to a methodology recommended by EMBRAPA (2013); b) litter production; and c) gravimetrical humidity measured on five samples from each physiognomy (EMBRAPA, 2013). The PAR (photosynthetically active radiation) on leaves was measured on the canopy of each individual with a light meter (Li-250A LICOR, USA), making up 50 measurements/species.


Plant material


The selected species for this study were Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae), Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae) and Symphyopappus casarettoi B.L.Rob. (Asteraceae) These species occur in all the vegetations described. Vouchers were deposited at the JOI (Herbarium of University of Joinville Region) for reference, under the following numbers: Varronia curassavica (J.C. Melo 14103, JOI), Dodonaea viscosa (J.C. Melo 1054, JOI) and Symphyopappus casarettoi (J.C. Melo 881, JOI). As indicated in the Lista de Espécies da Flora do Brasil (2015), these species are typically characterized as shrub, tree and shrub, respectively.


Measurements


Five individuals were selected in each physiognomy. Their height, life form, and habitat were registered. Thirty canopy leaves, between 3rd and 6th nodes from apex were collected for morphometric to analyze leaf fresh mass (g), leaf dry mass (g), leaf thickness (mm), leaf area (cm2), specific leaf area (leaf area/leaf dry mass, cm2. g-1), leaf density (specific leaf mass.1/leaf thickness, mm3.mg-1), and water content (g). Leaf area was estimated from images created with a flatbed scanner calibrated with Sigma Scan PRO software (version 5.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Water content was calculated by the difference between weight of fresh and dry leaf mass (Vaierett et al., 2007).


Stomata density (mm2) was determined by clear nail polish prints from the median region of epidermal surface of leaves (Boeger and Gluzezak, 2006), using light microscope Olympus with 10x magnification and camera lucida.


Ten leaves were fixed in FAA 50 and later conserved in ethanol 70 % (Johansen, 1940). The fixed samples were sectioned with a razor blade, clarified in sodium hypochlorite 10 %, stained with toluidine blue 1 % and mounted in glycerin 30 % (O'Brien and McCully, 1981). For anatomical studies, leaf samples from the median region of leaf blades were embedded in methacrylate-glycol (JB-4) and sectioned with a rotary microtome Leica. Transverse sections were stained with toluidine blue 0.05 % (Feder and O'Brien, 1968) and mounted on synthetic resin (Paiva et al., 2006).


Palisade parenchyma (PP), spongy parenchyma (SP), and water storage parenchyma (WSP) were measured (µm) in transverse sections of median regions of leaf blades. Palisade parenchyma/spongy parenchyma ratio (PP/SP) was also calculated. All measurements were made with an optical microscope Olympus CBB and micrometric ocular.


The mean values and respective standard deviations were calculated for all quantitative biological and environmental variables, for all species from the four restinga vegetations. Principal Component Analysis (PCA) evaluated the edaphic gradient. Mean values of morphological and anatomical traits were compared by ANOVA using Tukey's test, with a 5 % significance level, with software Statistica, version 7.0 (Statsoft Inc., USA). For each morphological and anatomical quantitative feature, the phenotypic plasticity index (PPI, sensu Valladares et al., 2006) was calculated, according to the following formula: PPI = (value of maximum mean – value of minimum mean)/(value of maximum mean). This index varies from zero to one, with values closer to zero being less plastic and values closer too one, more plastic. The Pearson's correlations were used to verify the relations between environmental and morpho-anatomical traits (Legendre and Legendre, 1998).


RESULTS


The principal component analysis showed that the first two components explained 98 % of the total variance of environmental attributes (Table 1, Fig. 2). The principal component 1, represented by levels of P, K, Na, H+Al, and organic matter content, ion exchange capacity, litter thickness and gravimetrical humidity explains 71.9 % of soil variation among vegetation, while the sum of bases and Ca and Mg concentrations, related to principal component 2, explains 26.4 % of the total variance.
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Soil chemical analysis showed that pH decreases (become more acidic) gradually from Rh to Ft (Table 2). Soil is initially slightly acid and becomes extremely acid in Ft. Base saturation is inversely related to soil gradient. The values of P and K were higher in Ft. Lower concentrations of P and K were found in Raa and Rh soils, respectively. Very high values of Na were observed in Ft. In addition, Ca was inversely proportional to Na in all vegetations, except Raa, where the values of Na and Ca were the lowest. Aluminum concentration (H + Al), ion exchange capacity (IEC), litter thickness, and organic matter were directly proportional to the gradient, with higher values in Ft for all variables. Water soil, represented by gravimetrical humidity, is low in Rh but it increases along the gradient to reach 76.2 % in Ft, which has a hydromorphic soil.
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The PAR of each species differed according to vegetations as a function of height, life form, and habitat of the sampled individuals (Table 3). A well-defined light gradient (Rh though Ft) was only observed in V. curassavica. D. viscosa and S. casarettoi, which present high PAR, occurred in gaps where the radiance is high due, for example, to fall of canopy trees.
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The phenotypic plasticity index (PPI) evidences morpho-anatomical differences in all species (Table 4). All the morpho-anatomical traits of V. curassavica were highly plastic, except spongy parenchyma. Because this species presented the highest values, it can be considered the most plastic species. In D. viscosa e S. casarettoi, the plastic responses were higher for morphological attributes than anatomical ones, which showed a low plastic potential, except for stomata density in leaves of S. casarettoi.
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ANOVA shows a different pattern of responses for each species along the edaphic gradient (Tables 5 and 6), supporting the PPI results. Varronia curassavica exhibits plastic responses directly proportional to light, humidity, and organic matter content, for the following traits: fresh and dry leaf mass, leaf area, AEF, and water content. Its leaf area is four times higher in Ft than in Rh. Leaf thickness is inversely proportional to the edaphic gradient. Thicker leaves show more developed palisade parenchyma, while thinner ones have more developed spongy parenchyma. The gradual increase of leaf area was inversely proportional to stomata density (Table 5).
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Dodonaea viscosa and S. casarettoi present similar patterns of structural variation. Their Rh and Ft individuals, on the one hand, and their Ra and Raa individuals, on the other, are alike. Thus, individuals of Rh and Ft show similar mean values for morphological and anatomical characteristics, except for SLA in S. casarettoi and leaf density, for both species. This pattern was also found in individuals from Ra and Raa (Table 5).

The correlations obtained between environmental attributes and morpho-anatomical traits showed strong correlations between luminosity and some morphological traits. Light was inversely correlated to leaf area (r = -0.68, p < 0.002), water content (r = -0.70, p < 0.001), fresh leaf mass (r = -0.69, p < 0.002), and dry leaf mass (r = -0.63, p < 0.002).

Soil humidity (r = 0.68, p < 0.001), organic matter content (r = 0.67, p < 0.003), and litter thickness were positively correlated to individual heights.


DISCUSSION


The results obtained indicate different plastic responses to the variables soil and light throughout the restinga gradient, according to species. The spatial heterogeneity characterized in each physiognomy induced responses on different scales in the studied species. Spatial changes in the light intensity that reaches plants seems to produce more relevant plastic responses in some species (Aranda et al., 2004) whereas soil conditions can be more decisive for others (Poorter, 1999; Valladares, 2003; Hodge, 2006).

Although the edaphic features of restinga soils show wide variations in macronutrient and organic matter contents, organic litter thickness, and moisture, we suggest that the different light conditions have more influence on the leaf morpho-anatomy of the studied species (Tables 3 and 5). A growing offer of nutrients, organic matter, and water in soils implies a gradual biomass allocation to plant stems and branches, represented by higher plants as we move from the dunes towards the forest.

Plasticity indices (PPI) show that the morphological attributes present more significant plastic than anatomical responses. This supports the idea that according to the level of incident light, species have different abilities to respond to luminosity variations and develop leaves with distinct, modularized morphological and anatomical features (Aranda et al., 2004; Kroon et al., 2005). Thus, environmental variations do not provoke a uniform response in each individual, but induce changes in certain functional unities (Kroon et al., 2005), as shown, mainly, by the morphological attributes of the species studied.


The leaf morphological responses (smaller leaf areas, thicker limb, and higher stomatal density) presented by the plants from the herbaceous physiognomy, which is naturally more open due to a higher number of small height species, and by those from the forest physiognomy, where populations of D. viscosa and S. casarettoi are present in border areas or clearings, corroborate the morphological response of plants exposed to high light radiation (Boardman, 1977; Pyykko, 1979; Sultan, 1987; Ackerly et al., 2000; Gratani et al., 2006), as reduced leaf areas, and can be interpreted as a strategy to conserve water and control excessive transpiration (Boeger and Gluzezak, 2006). Such strategies were observed similarly in forest populations due to occur in gaps with luminous condition similar to that found in open areas of sandbanks, showing the effect of different levels of light on the development of leaf traits.


On the other hand, in the more shaded environments of Ft, the leaves of V. curassavica present higher leaf area and reduced leaf thickness and stomatal density, which represent a trade-off to maximize light capture capacity in low light intensity environments (Pearcy, 2007) and a better photosynthetic yield and biomass allocation, despite the increase in transpiration surface (Givnish, 1988; Niinemets and Fleck, 2002; Santos et al., 2010). In addition to the light factor, greater nutrient and water supply induce an increase in leaf area (Nicotra et al., 2007), as observed in individuals of V. curassavica growing in Ft.


Anatomically, these attributes reflect more developed palisade parenchyma in leaves with smaller areas and more developed spongy parenchyma in leaves with wider areas, in the studied species. This mesophyll organization is directly influenced by the balance between carbon gain and water loss (Givnish and Vermeij, 1976). A better profit of diffuse light in shady environments is associated with thin leaves with more developed spongy parenchyma, which was reported in other studies on understory species (Cao, 2000; Boeger et al., 2004; Boeger et al., 2006).


The presence of photosynthesizing water-storage parenchyma in S. casarettoi has been interpreted as a xeromorphic response to the conditions of radiation and lower water availability in restinga vegetations. Xeromorphic features as water-storage tissue in psammophilous, halophitic plants are interpreted as attributes of resistance to environmental pressures related to water saving, which favor the permanence of some species in the restinga environment (Boeger and Gluzezak, 2006; Arruda et al., 2009).


SLA, which is the ratio between leaf area and dry mass, is often used to assess plant growth because it is positively related to the relative growth rate between species (Pérez-Harguindeguy et al., 2013). It is also an important indicator of strategies of habitat preferences and of productivity of plants related to environments under stress (Niklas and Christianson, 2011), as restingas. The three studied species presented considerable SLA variation, a phenomenon reported as common in co-occurring species (Pérez-Harguindeguy et al., 2013).


Individuals under higher levels of light, either because they are more isolated in Ra or occur in border areas of the other restinga vegetation, presented lower SLA values, which indicates a strategy to diminish the excessive temperature to which they are submitted and the transpiration it entails (Soares et al., 2012). On the other hand, the individuals in more shaded environments, since they are covered by the canopy in Ft or are less exposed to light due to neighboring plants, presented higher SLA values. This reflects a greater investment in photosynthetic than in support tissues, corroborating the results of other studies on sciophytic species (Boeger et al., 2006; England and Attiwill, 2006). Thus, both dry mass and leaf area contribute to SLA in different manners, according to the conditions of each physiognomy and to the species concerned (Pérez-Harguindeguy et al., 2013).


Unlike leaf area, the stomatal density value for these three species was proportional to the quantity of light received in each restinga physiognomy and, in some cases, they corresponded to environments with higher water stress. Stomatal density variations are reported as a mechanism that controls stomatal conductance to regulate water loss through transpiration (Morais et al., 2003). An increase in stomata number per leaf area unit may be due to high luminosity (Duz et al., 2004; Pearce et al., 2006; Santos et al., 2010) and to soil water scarcity (Klich, 2000; Moratelli et al., 2007; Melo Jr. et al., 2012).


Leaf density shows the relation between leaf dry mass, area, and thickness (Witkowski and Lamont, 1991). It is considered as a plant acclimation to the luminous intensity received (Wright et al., 2004) and reflects a higher investment in the production of mechanical tissues, in addition to photosynthesizing tissue compaction (Niinemets, 2001), which limits gas diffusion within the leaf (Niinemets, 1999).


Although higher densities are expected in environments poor in nutrients or humidity or with high luminosity (Witkowski and Lamont, 1991), in the present study, leaf density did not vary accordingly among species and among restinga vegetation. This can be explained by the variation observed in leaf thickness and dry mass, characters that often vary independently in the same plant, between species and in response to resource gradients (Witkowski and Lamont, 1991).


Higher water content was observed in the lower, shaded plants of the three species throughout the restinga gradient, which differs from our expectancies and most data reported for other species growing in such an environment (Boeger and Gluzezak, 2006; Pereira et al., 2009). Nevertheless, some restinga species with water storage tissues and exposed to high solar radiation can present low water content (Boeger and Gluzezak, 2006). This phenomenon was observed in the populations of V. curassavica, D. viscosa, and S. casarettoi occurring under high luminosity in restinga vegetation. The plants of D. viscosa and S. casarettoi with higher water content were observed in the shadiest vegetations. In V. curassavica, water content was proportional to the gradient owing to a greater availability of water in the soil. Plants probably present distinct transpiration rates according to the availability of light (Markesteijn et al., 2007). Thus, higher water storage in the leaves of low plants may serve as an alternative source for photosynthesis in conditions of water restriction (Lamont and Lamont, 2000). Nonetheless, in plants more exposed to light, be they low or not, low water potential can be compensated for by a reduction of leaf area reduction, a thicker palisade tissue increase, and dew absorption through stomata to maintain photosynthetic capacity (Zagdanska and Kozdoj, 1994; Lüttge, 1997).


Species with a higher plastic potential tend to allocate resources more effectively and occupy environments more aptly (Bradshaw, 2006). Low PPI values in leaf anatomy suggest that a low plastic response indicates a greater canalization and a regulatory action for anatomical structure plasticity (Pigliucci, 1996; Weinig, 2000). On the other hand, the different strategies used by the three species point out that a greater plasticity, represented by morphological attributes, equalizes the conditions of high luminosity, nutrient scarcity, and water availability, which vary along the restinga vegetation, and regulates resource allocation and photosynthetic production to levels that allow their survival in this restricting environment.


CONCLUSION


The results of this study manifest that the species were able to develop structural responses, to a greater or lesser extent, to physical-climatic variations imposed by the environment. Environmental heterogeneity, which translates into a great variation in nutrient and water availability in the soil and by distinct light conditions, transforms restinga into a model environment to study plasticity, since some species are distributed along the whole gradient.
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RESUMEN


En esta contribución se da a conocer el primer registro de termiteros fósiles para la región Mesopotámica de Argentina, y su disposición espacial, al tiempo que se discuten sus afinidades taxonómicas e implicancias paleoambientales. Las estructuras fósiles pertenecen a nidificaciones de insectos sociales atribuibles a miembros de la Familia Termitidae, y se ubican en la zona de contacto entre la base de la Fm. Toropí/Yupoí (Pleistoceno tardío) y el tope de la Fm. Ituzaingó (Mioceno tardío-Plioceno). Se las identifica en los alrededores del Arroyo Toropí (28°36' S y 59°02' W), Departamento Bella Vista, provincia de Corrientes. El estudio de las nidificaciones y su disposición espacial se realizó en cinco campos de termiteros mediante su relevamiento y descripción morfológica. La morfología de las estructuras estudiadas coincide claramente con la de los nidos de termitas, en donde resulta característica una fuerte muralla externa. La caracterización de campo, yacencia, desarrollo, frecuencia, tamaños e interrelaciones de los termiteros fósiles y actuales sugieren una estrecha similitud con montículos del género Cornitermes. La morfología presente muestra también cierta semejanza con Tacuruichnus farinai, descripta para el Piso/Edad Marplatense (Plioceno) de la región Pampeana. Por otro lado, el análisis fitolítico indicó que las cantidades y las morfologías fitolíticas son semejantes tanto en los termiteros actuales como en los fósiles. Desde un punto de vista paleoambiental, la abundancia de estos termiteros en el contacto entre las mencionadas unidades indicaría la existencia de suelos bien desarrollados, con abundante vegetación graminosa y condiciones húmedas y cálidas con estacionalidad marcada.


Palabras clave: Mesopotamia argentina, Mioceno tardío-Plioceno, termiteros fósiles.





ABSTRACT


In this contribution we show the first termite nests fossil record presence from the Mesopotamian region of Argentina and its spatial distribution. At the same time taxonomic affinities and paleoenvironmental implications are discussed. The discovery takes place in the contact area between the base of the Toropí / Yupoí formations (late Pleistocene) and the top of the Ituzaingó Fm. (late Miocene-Pliocene), around the Toropí stream (28°36' S y 59°02' W), Bella Vista Department, Corrientes province. These fossil structures belong to nestings of social insects, such as the termite nests type. They could be attributable to representatives of the Termitidae Family. The study of nestings and their spatial arrangement was carried out on five termite nest fields, by surveying and detailed morphological description thereof. The morphology of the studied structures clearly matches with termite nests, with a typical strong outer wall. Characterization of field development, frequency, size and relationships of extant and fossil termite nests suggest a close similarity with mounds of the Cornitermes genus. Furthermore the morphology of these fossil termite nests also shows some resemblance to Tacuruichnus farinai, described for the Marplatanse Stage (Pliocene) of the Pampean region. From a paleoenvironmental point of view, the abundance of these termite nests in the contact between these units indicates the existence of well developed soils with abundant grassy vegetation and humid warm conditions with marked seasonality.


Keywords: Argentinian Mesopotamia, fossil termite nests, late Miocene-Pliocene.





INTRODUCCIÓN


La región mesopotámica Argentina (Fig.1) incluye una amplia área comprendida entre los ríos Paraná y Uruguay, e involucra los actuales territorios de las provincia de Misiones, Corrientes y Entre Ríos, abarcando una superficie de aproximadamente 200000 km2 (Aceñolaza, 2007). En este escenario, la provincia de Corrientes contiene uno de los más importantes afloramientos paleontológicos del Pleistoceno de esta región (Carlini et al., 2003; Carlini et al., 2008; Zurita et al., 2014). Las secuencias fosilíferas están representadas por la Formación Toropí/Yupoí, asignables al Pleistoceno tardío (Francia et al., 2012a), Piso/Edad Lujanense (Tonni et al., 2005; Zurita et al., 2014). Ambas unidades suprayacen a la Formación Ituzaingó, de antigüedad Mio-pliocena (Herbst y Santa Cruz, 1985).
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En la zona de contacto entre la base del Miembro inferior de la Formación Toropí/Yupoí y el tope de la Fm. Ituzaingó (Mioceno tardío-Plioceno) (Fig. 2) se encontraron estructuras fósiles pertenecientes a nidificaciones de insectos sociales atribuibles a representantes de la Familia Termitidae (Insecta, Isoptera). En la presente contribución damos a conocer este registro, que constituye el primero para la región Mesopotámica de la Argentina (Fig. 3). Se describe su morfología y se discuten sus afinidades taxonómicas, así como también las implicancias paleoambientales de dichas estructuras para esta región y lapso temporal.
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Las nidificaciones de isópteros se clasifican en dos grandes grupos (Baroni-Urbani et al., 1978). El primero de ellos comprende a las termitas directamente asociadas con el suelo, cuyos nidos son enteramente subterráneos o bien poseen una parte inferior hipogea, para sobresalir luego como montículos de forma variada. El segundo grupo está integrado por las termitas que nidifican en las partes aéreas de los árboles, excavando sus celdas y galerías directamente en la madera o construyendo un nido que aparece externamente adherido al tronco o ramas principales, (Torales et al., 1988).


El material utilizado en la construcción de los nidos es variado: partículas de suelo unidas y cementadas con materia fecal y saliva, "cartón vegetal" elaborado con material vegetal procesado por las termite o, finalmente, una mezcla de ambos componentes en diferentes proporciones según la especie (Torales, 1998). Las nidificaciones de las especies que construyen nidos totalmente subterráneos pueden variar desde simples cámaras y galerías excavadas en el suelo a estructuras sumamente complejas constituidas por una unidad simple (calias) o varias unidades interconectadas (nidos policálicos). Los nidos epigeos pueden presentar un aspecto homogéneo, sin regiones definidas, o poseer zonas o capas diferenciadas por la forma y tamaño de las celdas, o por el material de construcción empleado (Noirot, 1970).


Hasta el momento, los registros de termiteros fósiles cenozoicos en el actual territorio de Argentina son muy escasos. Están limitados a los aportes de Bown y Laza (1990) para el Mioceno temprano (Formación Pinturas) de la Patagonia, Laza (1995) en la Formación Chapadmalal (Plioceno) y Genise (1997) para el Marplatense (Plioceno) y Plioceno tardío (Formación San Andrés) y Pleistoceno medio (Formación Buenos Aires) de la región Pampeana de Argentina.


Marco geológico y paleontológico


Como se mencionó anteriormente, la Formación Toropí/Yupoí se distribuye ampliamente en la provincia de Corrientes, incluyendo amplias franjas paralelas al oeste del Río Paraná (Herbst y Santa Cruz, 1985; Orfeo et al., 2009). Los afloramientos originalmente asignados a la Fm. Toropí/Yupoí ubicados sobre las márgenes del río Uruguay actualmente son interpretados como pertenecientes a la Formación Tapebicuá (ver Iriondo y Kröhling, 2008). Aunque ha habido cierta controversia acerca de la antigüedad de estas unidades pleistocenas (Álvarez, 1974; Scillato-Yané et al., 1998; Noriega, 2000), nuevas dataciones OSL sugieren edades de entre 35-50 ka; con recientes calibraciones de entre 36-52 ka (OIS3) (Francia et al., 2012a). Litológicamente (Fig. 2), el Miembro inferior (Toropí) está compuesto por arenas arcillosas, limos arenosos y en parte arcillas arenosas, mientras que para el miembro superior (Yupoí) se reconocen areniscas pelíticas con proporciones variables de ambos componentes (Herbst y Santa Cruz, 1985). Desde un punto de vista paleoambiental, estas unidades representan depósitos de inundación (Herbst y Álvarez, 1975). Las mismas descansan en discordancia erosiva sobre la Fm. Ituzaingó, (Mioceno tardío-Plioceno) y depósitos pelíticos muy localizados (Herbst y Santa Cruz, 1985; Herbst, 2000). En la zona de contacto entre la base del miembro inferior de la Fm. Toropí/Yupoí y el tope de la Fm. Ituzaingó se encuentran los termiteros fósiles presentados en este trabajo, seguramente excavados en las arenas de la Fm. Ituzaingó, durante la depositación pleistocena suprayacente.


Como mencionamos, los depósitos del Pleistoceno presentan muy buen registro fósil y están representados por la Formación Toropí/Yupoí (Fig. 2), en donde pueden reconocerse dos miembros correspondientes a sedimentaciones de planicie de inundación. En el área de estudio, la mayor parte del conocimiento paleontológico proviene del estudio de la fauna de vertebrados. Si bien la diversidad de taxones de vertebrados registrada es alta, con más de 31 géneros, ella está mayormente limitada a mamíferos (Alvarez, 1974; Zurita y Lutz, 2002; Miño-Boilini et al., 2006; Carlini et al., 2008; Francia et al., 2010; Francia et al., 2012b; Zurita et al., 2013). Sin embargo, recientemente Albino y Carlini (2008) dieron a conocer el registro de Boa constrictor (Serpentes, Boidae) y Zacarías et al. (2013) el registro de una nueva especie de tortuga gigante (Chelonoidislutzae), a lo que debe sumarse que en los últimos años hubo un incremento en el conocimiento de invertebrados en la Fm. Ituzaingó (moluscos pelécipodos, Morton y Jalfin, 1987; Herbst y Santa Cruz, 1985; Morton, 2004).

Por otro lado, aunque los antecedentes paleobotánicos son mucho más escasos que los provenientes de la fauna, arrojan datos concordantes. Estos denotan el carácter fluctuante, de manera constante y periódica de las condiciones climático-ambientales acontecidas durante el Pleistoceno tardío. Situación en que la región Mesopotámica pudo estar alternativamente vinculada a los ambientes característicos de la llanura chaco-pampeana en ciertos momentos, y a condiciones tropicales en otros (Erra et al., 2013).


MATERIALES Y MÉTODOS


Área de estudio


El área de estudio se ubica en la localidad del Arroyo Toropí (28°36' S y 59°02' W), situada a aproximadamente diez km al sur de la localidad de Bella Vista, Departamento de Bella Vista, provincia de Corrientes (Fig. 1), República Argentina. La mayor parte está constituida por llanuras de agradación, caracterizadas por su hundimiento relativo con respecto a las áreas vecinas y en las que se produce una sedimentación generalizada. Su relieve general es pequeño o nulo, topográficamente comprendido entre las isohipsas (curvas de nivel) de 30 a 80 m (Carnevali, 1994). El clima de la provincia se define como mesotermal o subtropical con temperaturas estivales e invernales relativamente elevadas y escasa variación anual, las heladas son poco frecuentes.


La temperatura media anual es de 20 ºC siendo a la época de mayores precipitaciones el otoño y la más seca el invierno. (Carnevali 1994). Dentro de la provincia de Corrientes, se encuentra el departamento de Bella Vista, asentado sobre la margen izquierda del Río Paraná, a unos 66 m s.n.m., y una superficie de 1706 km2. Con características particulares, el departamento de Bella Vista se ubica en la zona de clima "subtropical sin estación seca" (subtropical húmedo), caracterizado por presentar escasas oscilaciones en la temperatura media anual y lluvias regulares todo el año.


Fitogeográficamente, y de acuerdo a Cabrera (1976) la localidad de Bella Vista se encuentra en el Distrito Oriental Chaqueño, Sector del Parque Mesopotámico. Constituido por parque con bosques mesófilos, xerófilos y xerohalófilos en planos de terraza, orillares y relieves semiconvexos. Con presencia de sabanas mesófilas a higrófilas y malezales en diques, planicies subcóncavas y cordones arenosos. Finalmente por Palmares de Syagrus en las lomadas arenosas. En las depresiones de antiguos cauces fluviales se puede observar la existencia de vegetación compleja, integrada por elementos de origen palustre y acuático, como también palmares de Copernicia y bosques xerohalófilos (Carnevali, 1994).


Metodología


El estudio de las nidificaciones y de su disposición espacial se llevó a cabo en cinco campos de termiteros ubicados en la localidad de Bella Vista, mediante el relevamiento y descripción morfológica detallada de los mismos. Para llevar a cabo tal objetivo se trazaron cinco cuadrículas de 20 x 20 m (Fig. 4 y Fig. 5). En cuatro de ellas se contaron el número de termiteros fósiles presentes, y se registraron las características (forma y color) (Fig. 3).
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Se tomaron las medidas (diámetro y altura), y se marcó su disposición espacial tomando las coordenadas geográficas de su posición para considerar la distancia existente entre los termiteros observados. En la quinta cuadrícula se realizó el mismo muestreo, pero con termiteros actuales con la finalidad de trabajar comparativamente. De cada una de las cinco cuadriculas relevadas se seleccionó un termitero del que se tomaron muestras de su parte externa ("muralla") y de su interior (Fig. 3). De ambos sectores, se tomaron tres muestras en los niveles superior, medio e inferior. También se muestrearon los sedimentos hospedantes supra e infrayacentes para el estudio físico-químico (materia orgánica y textura), micromorfólogico, mineralógico, así como también el análisis de silicofitolitos (Erra et al., 2010). Los datos obtenidos son tema de una publicación posterior.


RESULTADOS


El número de termiteros por cuadrícula osciló entre 14 y 30 (Fig. 3, 4 y 5). Las medidas de cada termitero variaron entre 0,70 m y 4,55 m de contorno de base, y 0,10 – 0,27 m de altura. El color de todos ellos fue gris. Se asume que la porción expuesta correspondió originalmente a la parte hipogea de estos termiteros. La caracterización de campo (Fig. 4 y 5), frecuencia y tamaños de los termiteros fósiles y actuales, sugieren una estrecha similitud con montículos producidos por especies del género Cornitermes (Grassé, 1958) En estos termiteros fósiles se destaca una notable y gruesa muralla externa de 1,5 cm de espesor promedio (Fig. 6), que presenta numerosas celdas y galerías excavadas en ellas (Fig. 7). En ambas estructuras la muralla se encuentra perforada por una red de túneles anastomosada de entre 15 a 20 mm de diámetro (Fig. 6 y 7). En la mayoría de las unidades muestreadas, se observó un espacio interno a modo de núcleo relleno con material arcilloso de consistencia blanda. Este espacio interno se corresponde con la cámara de cría que presentan los nidos actuales de Cornitermes elaborado con cartón vegetal de consistencia muy frágil.
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Por otro lado, el análisis fitolítico realizado en un estudio preliminar indicó que tanto las cantidades como las morfologías fitolíticas son semejantes en los termiteros actuales como en los fósiles (Osterrieth et al., 2009). Resultan predominantes en los distintos niveles las formas elongadas, las bilobadas de bordes rectos y cóncavos (mayoritariamente de gramíneas panicoideas), los fitolitos tipo saddle (típicos de gramíneas chloridoideas), y los de tipo rondel, mientras que las células buliformes estuvieron presentes pero de manera escasa.


También se encontraron fitolitos elongados en forma articulada. Los niveles de alteración-degradación de los fitolitos son mayores en las cámaras fósiles y más aún hacia su base (ver Osterrieth et al., 2009). Como un dato preliminar relevante, se observó que a nivel de las diferentes secciones de los termiteros, el número de fitolitos en los fósiles fue mayor en los niveles superior e inferior, y escasos en el intermedio. Otros estudios físico químicos, mineralógicos y micromorfológicos de los termiteros actuales y fósiles, se están realizando para avanzar en los estudios paleoambientales del área.


DISCUSIÓN


En función de lo expuesto anteriormente, se interpreta que el diseño general de los nidos estudiados sólo puede ser relacionado con construcciones de insectos sociales tales como termitas y hormigas. Mientras que la mayoría de las especies de hormigas sólo excavan sus nidos, las termitas siempre construyen, los suyos, utilizando excrementos, saliva y sedimentos, logrando estructuras sumamente sólidas y preservables (Genise, 1997).


Las termitas de la Región Neotropical se incluyen en cinco familias. Representantes de tres de ellas nidifican sobre árboles o construyen nidos difusos en el suelo (Hodotermitidae, Kalotermitidae y Rhinotermitidae). De las dos restantes, las Serritermitidae construyen sus nidos apoyados en la superficie del suelo, sin profundizar mayormente en ellos, sustentándose en troncos y raíces de árboles y en ocasiones ocupan nidos de otras termitas. La otra familia, Termitidae, está compuesta por tres subfamilias: Apicotermitinae, Nasutitermitinae y Termitinae. Los representantes de las Apicotermitinae presentan nidos muy superficiales de desarrollo mayormente epigeo mientras que los de Nasutitermitinae y Termitinae construyen nidos terrestres, en parte aéreos y en parte subterráneos, y en algunos casos, arbóreos (Torales, l998). Estas dos subfamilias poseen las especies que construyen los nidos subterráneos más conspicuos y similares a las trazas fósiles aquí descriptas. Podemos mencionar entre los pertenecientes a la primera subfamilia, los siguientes géneros:Armitermes Wasmann,CornitermesEmerson yNasutitermesDudle y pertenecientes a la segunda:AmitermesSilvestre yTermes Linneaus (Laza, 2006). La falta de descripciones detalladas de los nidos de gran parte de las especies de los géneros mencionados no permite ajustar la comparación con los restos fósiles, a excepción de las características generales de desarrollo hipogeo, arquitectura, forma y tamaño.


Dichas especies que cabe señalar habitan más próximas a las zonas del registro fósil, residen en áreas de llanuras que involucran la totalidad de la cuenca del Plata (Toraleset al., 1997).Las estructuras halladas se corresponden morfológicamente con termiteros de representantes de la Familia Termitidae, más precisamente de las subfamilias Nasutitermitinae y Termitinae. La distribución de las Termitidae se prolongó durante el Plioceno tardío al menos unos 6° al sur de su distribución actual (Laza, 2006).La presencia deBarberichnusbonaerensis en el Pleistoceno medio (Bonaerense) de la margen occidental del Río de La Plata, demuestra que las condiciones climáticas eran todavía apropiadas para mantener poblaciones de Termitidae en el norte del territorio bonaerense, las que habrían desaparecido casi completamente del territorio de la provincia, quizá durante la crisis climática del Pleistoceno tardío (Lujanense). Actualmente se registran al sur del límite de distribución actual de las Termitidae (aproximadamente paralelo 32° S) dos géneros de termitas:Cortaritermes Mathews, en el microhábitat de las sierras bonaerenses de Tandilia (Genise, 1997) ySynhamitermesSilvestri en la península Valdez, Chubut (Toraleset al., 1997), información que puede interpretarse como instalaciones relictuales de dichas termitas.


Por otro lado, la morfología presente en estos termiteros fósiles muestra cierta semejanza con Tacuruichnus farinai, descripta por Genise (1997) para el Piso/Edad Marplatense (Plioceno) de la región Pampeana y atribuible a una especie aún desconocida del género Cornitermes.


Así mismo, las interpretaciones realizadas sobre el contexto paleoclimático-ambiental bajo el cual se desarrolló la biota cuaternaria, junto con análisis detallados realizados en el área (Scillato-Yané et al., 1998; Zurita y Lutz, 2002; Carlini et al., 2003; Tonni, 2004, Scillato-Yané et al., 2005; Gasparini y Zurita, 2005; Ferrero y Noriega, 2007; Carlini et al., 2008; Zurita y Ferrero, 2009; Francia et al., 2012b, entre otros) indican que el sector norte de la Mesopotamia tuvo una mayor vinculación biológica con el sur de Brasil y oeste de Uruguay, especialmente durante los pulsos húmedos y cálidos del Pleistoceno tardío (Carlini et al., 2003;; Francia y Carlini, 2009), que con la región Central y Pampeana. Esta característica de zona de intergradación biológica se verificaría al menos desde el Mioceno tardío, según la fauna contenida en el "Conglomerado Osífero" de la Fm. Ituzaingó (Mioceno tardío-Plioceno), cuyos vertebrados permitieron caracterizar el "Mesopotamiense" de la nomenclatura tradicional (Carlini et al., 2003).


La suma de las características de los depósitos sedimentarios y las asociaciones de vertebrados fósiles (Scillato-Yané et al., 1998, Zurita y Lutz, 2002, Carlini et al., 2004, Gasparini y Zurita 2005, Francia et al., 2012b) señalan que las condiciones ambientales bajo las cuales se produjo el asentamiento de las termitas mencionadas en la provincia de Corrientes, fueron similares a las que actualmente están dadas en las provincias biogeográficas Chaqueña y Paranense, donde habitan actualmente las Termitidae (Laza, 2006)


CONCLUSIONES


La morfología de las estructuras estudiadas coincide claramente con la de los nidos de termitas, en los que resulta característica una fuerte muralla externa. A su vez, los termiteros fósiles de mayor tamaño muestran cierta semejanza con los de Cornitermes (Laffont et al., 1998). En la actualidad, la única especie viviente del género habitando en la parte norte de la región Mesopotámica es Cornitermes cumulans (Torales et al., 2005). De acuerdo a Emerson (1952) todas las especies del género habitan en ambientes abiertos de pastizales o praderas con precipitaciones medias anuales de 1500 mm y temperaturas anuales mayores a los 21 °C. En este sentido, estos primeros resultados exploratorios resultan promisorios para las interpretaciones paleoambientales, ya que la abundancia de estos termiteros en el contacto entre las mencionadas unidades indicaría la existencia de suelos bien desarrollados, con abundante vegetación graminosa y condiciones húmedas y cálidas con estacionalidad marcada, especialmente a lo referente a disponibilidad hídrica con saturación leve a moderada. Esto se suma a otras evidencias (paleozoológicas, paleobotánicas, palinológicas y sedimentológicas) que indicarían que esta región habría tenido características climático-ambientales más húmedas y cálidas que aquellas inferidas para la región pampeana y centro-norte de Argentina, al menos durante ciertos lapsos del Pleistoceno. Finalmente, este constituye el registro más abundante de termiteros fósiles para Argentina, además del primer registro pleistoceno fuera del actual ámbito de la región Pampeana.
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RESUMEN


Bombus atratus es una especie nativa de Sur América de la cual se han estudiado aspectos de cría y manejo para polinización, y actualmente se están desarrollando metodologías para implementarla como polinizador comercial. Por esta razón, el objetivo de éste estudio fue comparar la longevidad de las obreras y el desarrollo de las colonias en diferentes condiciones ambientales: campo abierto (pastizales), invernadero y cámara de cría. Fueron usadas dos colonias en cada ambiente, todas las obreras fueron marcadas y semanalmente se revisaron las colonias para registrar el número de obreras. Los resultados muestran que la longevidad de las obreras que se encontraban en campo abierto (12 ± 4 días) e invernadero (15 ± 6 días) es significativamente menores que la de las obreras ubicadas en la cámara de cría (54 ± 20 días). El desarrollo de las colonias en campo abierto e invernadero en cuanto a producción de obreras fue similar, y presentaron menor número de obreras que las colonias en cámara de cría. La disminución en la longevidad de las obreras en campo abierto e invernadero puede estar influenciada por factores ambientales relacionados con la ubicación de las colonias, parasitismo o depredación, desgaste por forrajeo y la disponibilidad de recursos en la zona. La alta mortalidad de obreras durante las primeras semanas puede ser un factor limitante para el éxito de las colonias. Se discuten posibles métodos para incrementar el éxito de adaptación de las colonias.


Palabras clave: Abejas nativas, cría de abejorros, manejo de colonias.





ABSTRACT


Bombus atratus is a native species from South America which has been studied for breeding and management for pollination, and methodologies are currently being developed to use it as a commercial pollinator. For this reason, the aim of the study was to compare the worker's longevity and colony development under different environments: open field (grassland), greenhouse, and brood chamber. Two colonies were used in each environment, all workers were labeled and colonies were checked weekly for the number of workers. Results show that worker's longevity in open field (12 ± 4 days) and greenhouse (15 ± 6 days) is significantly less than the worker's longevity in the brood chamber (54 ± 20 days). Colony development in open field and greenhouse regarding number of workers were similar, with fewer workers than the colonies in the brood chamber. The decrease in worker's longevity in open field and greenhouse may be due to the influence of environmental factors related with the location of the colonies, parasitism or predation, foraging, and the resources availability in the area. The workers high mortality during the first weeks can be a limiting factor for the colonies success. Possible methods to increase the colonies adaptation success are discussed.


Keywords: Bumblebees breeding, colony managements, native bees.





INTRODUCCIÓN


Actualmente se conocen cerca de 20000 especies de abejas (Hymenoptera: Apidae) en el mundo, de las cuales el 90 % corresponden a abejas silvestres (Nates-Parra, 2005; Michener, 2007), siendo responsables de la polinización de un gran número de plantas, tanto cultivadas como silvestres (Eardley et al., 2006). Los abejorros del género Bombus (Latreille, 1802) son estudiados ampliamente debido a que pueden polinizar plantas que son poco accesibles para Apis mellifera (Linnaeus 1758), gracias a que poseen lenguas largas que les permiten visitar flores de corolas profundas. Además, tienen la capacidad de realizar "polinización por zumbido", y mayor tolerancia a bajas temperaturas (Goulson, 2010).


En varios países se ha implementado la cría comercial de algunas especies de abejorros (ejemplos: Bombus terrestris Linnaeus, 1758 y Bombus impatiens Cresson, 1863) para la polinización de cultivos, especialmente aquellos que presentan anteras con dehiscencia poricidas y requieren vibración para liberar el polen. Algunas de las ventajas que tiene el uso de estos abejorros en invernaderos es que sus colonias son pequeñas y fáciles de manejar, a diferencia de las colmenas de A. mellifera (Brodie, 1996; Goulson, 2010). Sin embargo, la introducción de especies foráneas de Bombus conlleva riesgos como el desplazamiento de las especies nativas y dispersión de parásitos (Inari et al., 2005; Morales et al., 2013), por lo que se hace relevante estudiar las especies nativas para su uso como polinizadores.



En Colombia, una especie nativa promisoria para ser usada como polinizador es Bombus atratus (Franklin 1913) (Almanza, 2007), la cual es nativa de Suramérica, y puede encontrarse en Colombia, Venezuela, Ecuador, Perú, Bolivia, Paraguay, Uruguay y Argentina (Abrahamovich et al., 2002). En Colombia, ésta especie se encuentra distribuida entre los 150 a 3500 m s.n.m., y su mayor abundancia se reporta entre los 1800 y los 2800 m s.n.m., con temperaturas entre los 12º y 18 ºC. Además, B. atratus es una especie frecuente en zonas cultivados, en donde la vegetación primaria a sido alterada y hay uso semi-intensivo de la tierra (Lievano et al., 1991).


En Colombia se ha evaluado la especie B. atratus en su capacidad de polinizar cultivos de importancia económica como el lulo (Solanum quitoense) (Almanza, 2007), tomate (Solanum lycopersicum) (Aldana et al., 2007), mora (Rubus glaucus) (Zuluaga et al., 2009), pimentón (Capsicum annuum) (Pacateque, 2014) y fresa (Fragaria X ananassa) (Pérez, 2014), encontrando en todos los estudios que la polinización mediada por éste abejorro incrementa la calidad de los frutos. Esta especie también ha sido estudiada en otros países como Brasil (Freitas et al., 2006) y Argentina (Telleria, 1998) para ser utilizado como polinizador.


Por lo anterior, es necesario continuar estudiando aspectos importantes en el manejo y cría de colonias de B. atratus para lograr su implementación como polinizador en cultivos de interés comercial. Uno de esos aspectos es la longevidad de las obreras, el cual es un factor importante para el desarrollo de un programa de polinización dirigida, ya que puede influir en el número de obreras disponibles para forrajear, así como en el desarrollo de las colonias, ya que obreras más longevas pueden contribuir durante un periodo de tiempo mayor a las labores de la colonia y a la polinización de los cultivos. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue comparar la longevidad de las obreras en colonias de B. atratus mantenidas en tres ambientes diferentes (campo abierto, invernadero y cámara de cría), así como realizar un seguimiento de la población de obreras en las colonias en cada ambiente.


MATERIALES Y MÉTODOS


Área de estudio


Este estudio se realizó en el campus de la Universidad Militar Nueva Granada (UMNG), sede Cajicá-Cundinamarca (4º56' N y 74º01' W) entre junio y septiembre del 2010. Los tres ambientes evaluados en el estudio fueron cámara de cría de abejorros (CC), campo abierto (CA) e invernadero (IV). A continuación se describen cada uno de los ambientes.


Cámara de cría (CC): Ubicada en el laboratorio de Control Biológico de la UMNG. En este ambiente fueron mantenidas condiciones controladas de temperatura (24 ºC) y humedad relativa (65 %) mediante el uso de un calentador (Honeywell®, EE.UU) y un humidificador de ambiente (Cullen Palmer®, EE.UU). Para el mantenimiento y manejo de las colonias de B. atratus dentro de la cámara de cría se usó el protocolo descrito por Cruz et al. (2008), donde las colonias eran alimentadas con una solución de néctar (agua y azúcar 1:1). Las larvas eran alimentadas con polen fresco colectado por A. mellifera mezclado con la solución de néctar, el cual era depositado manualmente en el bolsillo de alimentación de las larvas. La cantidad de alimento suministrada dependió de número de larvas que se encontraban en cada colonia.


Campo abierto (CA): Este ambiente corresponde principalmente a pastizales que incluían trébol (Trifolium pratense, Trifolium repens) y rábano forrajero (Rhaphanus spp). También se encontraba presente un pequeño cultivo de papa (Solanum phureja) de 33 x 7 m. Las condiciones de temperatura y humedad relativa fueron variables.


Invernadero (IV): Invernadero de 65 x 27 m, abierto lateralmente. En este lugar se encontraban cultivos de lulo (Solanum quitoense) y mora (Rubus sp), así como áreas con rábano forrajero (Rhaphanus sp). El invernadero se encontraba rodeado de pastizales y trébol (Trifolium pratense, Trifolium repens) como barrera viva. Las condiciones de temperatura y humedad relativa fueron variables.

Obtención y manejo del material biológico


Se utilizaron dos colonias para cada ambiente analizado, para un total de seis colonias. Las colonias fueron fundadas por reinas capturadas en estado silvestre en los municipios de Chía y Subachoque (Permiso No 132, Autoridad Nacional de Licencias Ambientales–ANLA), las cuales se mantuvieron en una caja de madera de dimensiones 12 x 9 x 18 cm para que iniciaran las colonias, siguiendo el protocolo de Cruz et al. (2008).


Las colonias de campo abierto e invernadero fueron mantenidas en la cámara de cría hasta que alcanzaron una población mínima de 30 obreras (aproximadamente seis semanas después de la emergencia de las primeras obreras). Las colonias usadas para el ambiente CC se mantuvieron permanentemente en la cámara de cría y sin permitir la salida de las obreras para forrajear.


Al trasladar las colonias a CA e IV, estas fueron ubicadas sobre un pedestal de 1 m de altura y se detuvo el suministro de polen, pero se mantuvo el suministro de la solución de néctar en bebederos instalados en la parte externa de la colonia. En las colonias (CC), se continúo con el mismo protocolo de alimentación (Cruz et al., 2008).


Toma de datos


Las obreras de todas las colonias fueron marcadas en la parte dorsal del tórax con discos numerados para abejas. Semanalmente, las colonias de CA e IV fueron trasladadas a la cámara de cría a las 06:00 h, pues se asume que a ésta hora todas las obreras se encuentran dentro de la colonia. Una vez en la cámara de cría, las colonias fueron revisadas para marcar las obreras nuevas emergidas durante la semana, registrar el número total de obreras presentes en las colonias y el número de obreras desaparecidas o muertas. Luego de realizar las observaciones, las colonias CA e IV eran trasladadas nuevamente a sus respectivos ambientes. Se realizó seguimiento a las colonias durante diez semanas después de que las colonias CA e IV salieran de la cámara de cría.


La temperatura (T) y la humedad relativa (HR) dentro de todas las colonia se registró utilizando un registrador de datos Hobo® (EE.UU), los cuales fueron programados para realizar mediciones cada hora durante la duración del experimento.


Análisis estadístico


Con los datos obtenidos se calculó la longevidad promedio de las obreras y la mortalidad semanal de la población de obreras en las colonias de cada ambiente. Se usó la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la distribución normal, y la prueba de Bartlett para evaluar la homogeneidad de varianzas. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía para identificar diferencias estadísticas (p < 0,05). En los casos donde se encontró diferencias significativas se usó la prueba de Duncan (p < 0,05) para determinar qué tratamiento fue diferente. Se utilizó el software de libre distribución R versión 2.11 (R Development Core Team, 2008).


RESULTADOS


Longevidad de obreras


Se encontraron diferencias significativas en la longevidad de las obreras de cada ambiente (ANOVA, F = 42,2; DF = 2; p < 0,05), siendo mayor en las obreras de las colonias en CC (54 ± 20 días; n = 196) (Duncan, CC x IV: F = 36,5; DF = 2; p < 0,05; CC x CA: F = 24,5; DF = 3; p < 0,05). No se encontraron diferencias significativas (Duncan, F = 0,65; DF = 2; p > 0,05) entre la longevidad de las obreras de CA (12 ± 4 días; n = 167) e IV (15 ± 6; n = 234) (Fig. 1a).
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Se encontraron diferencias significativas en la mortalidad semanal (ANOVA, F - 41,1; DF - 2; p < 0,05) de las colonias en los diferentes ambientes. La mortalidad semanal de obreras en las colonias CC fue de 9,8 ± 8 %, lo que es significativamente menor (Duncan, CC x IV: F - 404,9; DF - 2; p < 0,05; CC x CA: F - 394,1; DF - 2; p < 0,05) a lo observado con las colonias CA (47 ± 17 %) e IV (46 ± 13 %). No se encontraron diferencias significativas (Duncan, F - 7,9; DF - 2; p > 0,05) entre la mortalidad semanal de las colonias para los ambientes de CA e IV (Fig. 1b).


Desarrollo de las colonias


Las reinas de las dos colonias CA murieron en la cuarta y sexta semana respectivamente. Las obreras continuaron con sus labores normales de forrajeo y cuidado de los inmaduros producidos por las reinas, y en las semanas siguientes se observaron nuevas posturas de huevos.


En las colonias de los ambientes CA e IV se observó una disminución en el número de obreras durante las dos primeras semanas después de ser instaladas en sus respectivos ambientes (29,8 ± 8,1 % y 60 ± 9,8 % respectivamente). En las semanas siguientes la población de las colonias IV se recuperó, llegando a 36 ± 10 obreras en la semana diez. Las colonias CA también mostraron signos de recuperar su población hasta la semana cinco, en la que la población fue de 45 ± 17 obreras, después de lo cual la población empezó a decaer nuevamente. Este momento coincide con la muerte de las reinas de ambas colonias. Por otro lado, la población en las colonias CC nunca disminuyó, llegando a alcanzando 164 ± 29 obreras en la semana diez (Fig. 2).
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Condiciones ambientales


En el ambiente CC la temperatura fue controlada (20,2 – 27,4 ºC) a diferencia de los ambientes CA e IV que presentaron temperaturas más variables (7-27 ºC y 8,8 – 31,5 ºC respectivamente). En cuanto a la humedad relativa, el ambiente CC mostró el promedio más bajo (57,6 ± 4,4 %), mientras que el ambiente IV mostro el promedio más alto (71,5 ± 5,9 %) (Tabla 1.).
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DISCUSIÓN



Longevidad de las obreras


Después de que las reinas de las colonias de CA murieran, se continuó con el seguimiento de la población, ya que la longevidad de las obreras de B. atratus no se ve afectada si las colonias pierden su reina (Silva-Matos y Garófalo, 2000). Las posturas de huevos posteriores a la muerte de las reinas probablemente fueron realizadas por obreras que desarrollaron sus ovarios en ausencia de la reina, lo cual ha sido reportado para otras especies de Bombus (Goulson, 2010).


La longevidad registrada para las obreras de B. atratus mantenidas en CC fue en promedio de 50 ± 20 días, con valores máximos de 70 días, lo cual es similares a lo reportado por Silva-Matos y Garófalo (2000), quienes establecieron la tabla de vida de B. atratus y reportan longevidades máximas de entre 60-65 días para las obreras. Rojas (2005) y Torres y Gómez (2008) obtuvieron longevidades promedio de 41,7 ± 14 días y 40,4 ± 15,3 días respectivamente, en colonias mantenidas en condiciones similares a las utilizadas en el ambiente CC de éste experimento. Las diferencias con la longevidad reportada por estos autores no son tan grandes si se tiene en cuenta la desviación estándar de los datos, pero podrían estar influenciadas por el manejo y manipulación que recibieron las colonias en la cámara de cría.


Las obreras de los ambientes CA e IV presentaron longevidades significativamente menores (aproximadamente 30 días menos) en comparación con las obreras de colonias CC. Estas diferencias podrían estar influenciadas por las condiciones ambientales a las que estuvieron expuestas las colonias CA e IV, como lo son rangos más amplios en temperatura y humedad relativa. Por otro lado, las obreras de éstas colonias estuvieron sometidas al desgaste por forrajeo, depredación y parasitismo. Otros factores que pueden afectar la longevidad de B. atratus son la actividad de mantenimiento del nido, disponibilidad de alimento y edad a la que las obreras empiezas a forrajear (Silva-Matos y Garófalo, 2000).


No hubo diferencias significativas entre la longevidad de las obreras en CA y obreras de IV, y esto probablemente se deba a que el invernadero utilizado era abierto, por lo que las obreras podían salir y estaban expuestas a las mismas condiciones que las obreras de CA. Así mismo, la temperatura y humedad relativa mostraron grandes oscilaciones en ambos ambientes. Esto indica que si se mejoran las condiciones ambientales en las cuales se mantienen las colonias de CA e IV la longevidad de las obreras podría aumentar. Sin embargo, se debe tener en cuenta que factores como la depredación y el desgaste por forrajeo continúan afectando a las obreras. Futuros estudios podría abordar las diferencias en la influencia de estas variables sobre la longevidad de las obreras en cada ambiente.


Por otra parte, en las colonias CC que se encontraban en condiciones ambientales estables y no fueron expuestas a factores externos como depredación o desgaste por forrajeo, la longevidad de las obreras está determinada únicamente por la senescencia fisiológica de los individuos, como ha sido reportado por Smeets y Duchateau (2003). Sin embargo, las colonias en estas condiciones pueden sufrir otro tipo de efectos adversos debido al estrés ocasionado por el confinamiento permanente de un gran número de obreras en la colonia. El número elevado de obreras dentro de la colonia sin la posibilidad de salir puede generar conflictos entre las obreras y la reina, lo que podría ocasionar disminución en la producción de sexuados por parte de la reina (Heinrich, 2004).


Mortalidad semanal de obreras y desarrollo de las colonias


La tasa de mortalidad semanal de obreras en colonias de abejorros en zonas templadas está establecida entre el 25-35 % (Rodd et al., 1980). Schmid-Hempel y Heeb (1991) evaluaron el efecto de introducir un 10 % extra de mortalidad semanal (en total cerca del 40 % de mortalidad) en colonias de B. lucorum, y observaron que el efecto sobre el desarrollo de las colonias no es significativo. En este estudio el porcentaje de mortalidad semanal de obreras fue del 47 ± 17 % en las colonias CA y 46 ± 13 % en las colonias IV, por lo que se podría esperar que la mortalidad registrada en éstas colonias les permitiera un desarrollo normal.


La disminución inicial en el número de obreras en las colonias usadas en los ambientes CA e IV, después de que fueron trasladas de la cámara de cría a sus respectivos ambientes probablemente se debe al proceso de adaptación de las colonias a estos ambientes. Esto puede ocurrir porque las obreras no están acostumbradas a salir de la colonia y se pierden o mueren fácilmente, además de que pasan de estar en condiciones ambientales estables a experimentar grandes oscilaciones en T y HR. La pérdida de obreras inicial también puede afectar la sobrevivencia de los inmaduros, ya que las obreras son las encargadas de alimentar las larvas y mantener una temperatura adecuada de la cría (Roubik, 1992). Algunas opciones a estos problemas podrían ser el usar aislamiento térmico en las colonias, lo cual podría disminuir el efecto de la variación en T y HR sobre los inmaduros y por tanto el desgaste de las obreras. Así mismo, sugerimos realizar seguimiento de las colonias una vez salen de la cámara de cría, y en caso de ser necesario restablecer el suministro de polen si el número de obreras disminuye a niveles que puedan poner en riego el desarrollo de la colonia.

En las dos colonias de CA se volvió a observar disminución en el número de obreras después de la quinta semana, luego de que las reinas murieron, por lo cual la producción de obreras cesó y las obreras que quedaban fueron muriendo gradualmente, aunque continuaron con las labores de mantenimiento del nido y cuidado de los inmaduros. Es probable que si las reinas de las colonias CA no hubieran muerto, éstas colonias, al igual que las colonias de IV, podrían haber continuado con una población estable, e incluso haber aumentado su población. Esto se ha observado en anteriores experimentos del grupo de investigación, y es una característica deseable ya que una colonias con más obreras presenta ventajas como facilidad para defenderse, redundancia en la organización de tareas, variación en la estructura de castas y un mayor número de obreras disponibles para forrajear (Schmid-Hempel y Heeb, 1991).


Finalmente, se debe considerar que el seguimiento de las colonias en campo se realizó en los meses de agosto y septiembre del 2010; estos meses corresponden tradicionalmente a periodos de baja precipitación, pero durante el año de estudio se encontraba activo el fenómeno de "La Niña" (NOAA, 2011), lo que tuvo como consecuencia precipitaciones mayores a lo esperado. Es posible que sí este estudio se repitiera en un periodo menos lluvioso, la longevidad y la tasa de mortalidad de las obreras en CA e IV variaría, ya que las condiciones climáticas serían más favorables para las colonias, lo cual podría facilitar a las obreras encontrar recursos como polen y néctar, favoreciendo el desarrollo de las colonias.


CONCLUSIONES


En este estudio se determinó que la longevidad del abejorro B. atratus se ve afectada por las condiciones ambientales y no alcanza los mismos valores que si fueran mantenidas en condiciones ambientales estables y sin someter a las obreras a ningún peligro o desgaste. Se encontró que el desarrollo de las colonias en campo abierto e invernadero es similar, aunque la alta tasa de mortalidad durante las primeras semanas después de salir de la cámara de cría puede ser un factor de riesgo para el éxito de las colonias. Debido a esto, se deben considerar estrategias para proteger las colonias durante este periodo, las cuales pueden incluir aislamiento térmico en las cajas de las colonias o continuar con el suministro de polen en caso de que la población de obreras disminuya. Así mismo, sería conveniente esperar a que las colonias tengan un mayor número de obreras antes de sacarlas de la cámara de cría. Se sugiere llevar a cabo estudios para determinar las épocas del año adecuadas para instalar las colonias de B. atratus en campo abierto, así como el efecto de su interacción con factores bióticos y abióticos de los agro-ecosistemas, con el fin de diseñar una estrategia de manejo eficiente para las cría de estos abejorros.


AGRADECIMIENTOS


A la Vicerrectoría de Investigaciones de la Universidad Militar Nueva Granada por la financiación de este trabajo dentro del proyecto CIAS 547. A los evaluadores anónimos por sus aportes.





REFERENCIAS


Abrahamovich AH, Díaz N. Bumble bees of the Neotropical Region (Hymenoptera: Apidae). Biota Colombiana. 2002;3(2):199-214.


Aldana J, Cure JR, Almanza MT, Vecil D, Rodríguez D. Efecto de Bombus atratus (Hymenoptera: Apidae) sobre la productividad de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) bajo invernadero en la Sabana de Bogotá, Colombia. Agron Col. 2007;25(1):62-72.


Almanza MT. Management of Bombus atratus bumblebees to pollinate Lulo (Solanus quitoense L), a native fruit from the Andes of Colombia. 1 ed. Bonn: Editorial Ecology and Development Series; 2007. 121 p.


Brodie L. Bumblebee foraging preferences: differences between species and individuals (Tesis de B.Sc). Aberdeen, Inglaterra: University of Aberdeen; 1996. 36 p.


Cruz P, Escobar A, Almanza MT, Cure JR. Implementación de mejoras para la cría en cautiverio de colonias del abejorro nativo Bombus atratus (Hymenoptera: Apoidea). Revista de la Facultad de Ciencias Básicas. 2008;4(1):70-83.


Eardley C, Roth D, Clarke J, Buchmann S, Gemmill B. Pollinators and pollination: a resource book for policy and practice. African Pollinator Initiative (API). 1 ed. Pretoria: Editorial Pretoria; 2006. 77 p.


Freitas B, Martins CF, Schlindwein CP, Wittman D, Aves dos Santos I, Cane JH, et al. Bee Management for Pollination Purposes: Bumble Bees and Solitary Bees. In: Imperatriz-Fonseca VL, Saraiva AM, Jong D, editors. Bees as pollinators in Brazil. Ribeirao Preto: Holos Editora; 2006. p. 55-62.


Goulson D. Bumblebees, Behaviour, ecology and conservation. 2 ed. Nueva York: Editorial Oxford University; 2010. p. 317.


Heinrich B. Bumblebee Economics. 2 ed. Cambridge: Editorial Harvard University Press; 2004. 231 p.



Inari N, Nagamitsu T, Kenta T, Goka K, Hiura T. Spatial and temporal pattern of introduced Bombus terrestris abundance in Hokkaido, Japan, and its potential impact on native bumblebees. Popul Ecol. 2005;47(1):77-82. Doi:10.1007/s10144-004-0205-9.


Lievano A, Ospina R, Nates-Parra G. Distribución altitudinal del género Bombus en Colombia (Hymenoptera: Apidae). Acta Científica Técnica Inderena. 1991;4(1):541-550.


Michener C. The bees of the world. 2 ed. Maryland: The Johns Hopkins University Press; 2007. 953 p.


Morales CL, Arbetman MP, Cameron SA, Aizen MA. Rapid ecological replacement of a native bumble bee by invasive species. Front Ecol Environ. 2013;11(10):529-534. Doi:10.1890/120321.


Nates-Parra G. Abejas silvestres y polinización. Manejo Integrado de Plagas y Agroecologia. 2005;75(1):7-20.


National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA). ENSO Cycle: Recent Evolution, Current Status and Predictions [Internet]. 2011; [updated 6 jul 2015; cited 15 jun 2011]. Available from:  http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/analysis_monitoring/lanina/enso_evolution-status-fcsts-web.pdf.


Pacateque J. Comportamiento y eficiencia de polinización del abejorro Bombus atratus (Hymenoptera: Apidae) en plantas de pimentón (Capsicum annum) sembrado bajo invernadero. (Tesis de B.Sc). Bogotá: Facultad de Ciencias Básicas, Universidad Militar Nueva Granada; 2014. 43 p.


Pérez MM. Evaluación del abejorro Bombus atratus Franklin (Hymenoptera: Apidae) como polinizador en fresa (Fragaria x ananassa Duch. "Camarosa") bajo invernadero. (Tesis de Maestria). Bogotá: Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia; 2014. 118 p.


R Development Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria [Internet]. [cited 21 nov 2013]. Available from: http://www.R-project.org.


Rodd FH, Plowright RC, Owen RE. Mortality rate of adult bumblebee workers (Hymenoptera: Apidae). Can J Zool. 1980;58(9):1718-1721. Doi:10.1139/z80-236.


Rojas DL. Dinámica del crecimiento de una colonia de Bombus atratus (Hymenoptera: Apidae) en condiciones de cautiverio y en condiciones de campo en un cultivo de lulo (Solanum quitoense Lam) bajo polisombra (Tesis de de B. Sc). Bogotá: Facultad de Ciencias Básicas, Universidad Militar Nueva Granada; 2005. p. 35.


Roubik DW. Ecology and natural history of tropical bees. Cambridge: Editorial: Cambridge University Press; 1992. 525 p.


Schmid-Hempel P, Heeb D. Worker mortality and colony development in bumblebees, Bombus lucorum (L.) (Hymenoptera, Apidae). Mitt Schweiz Entomol Ges. 1991;64(1):93-108.


Silva-Matos EV, Garófalo CA. Worker life table, survivorship, and longevity in colonies of Bombus (Fervidobombus) atratus (Hymenoptera: Apidae). Rev Biol Trop. 2000;48(2):657-664.


Smeets P, Duchateau MJ. Longevity of Bombus terrestris workers (Hymenoptera: Apidae) in relation to pollen availability, in the absence of foraging. Apidologie. 2003;34(4):333-337.


Telleria MC. Palynological analysis of food reserves found in a nest of Bombus atratus (Hym. Apidae). Grana. 1998;37(2):125-127.


Torres E, Gómez JD. Evaluación de diferentes tipos de dieta para la iniciación de colonias de abejorros de Bombus atratus (Hymenoptera: Apide) en cautiverio (Tesis de B. Sc). Bogotá: Facultad de Ciencias Básicas, Universidad Militar Nueva Granada; 2008. 47 p.


Zuluaga J, Aguilar M L, Cure JR. Evaluación de la actividad polinizadora de Bombus atratus (Hymenoptera: Apidae) en un cultivo de mora de castilla (Rubus glaucus) (Tesis de B. Sc). Bogotá: Facultad de Ciencias Básicas, Universidad Militar Nueva Granada; 2011. 40 p.






Doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.45111.


POPULATION FLUCTUATION OF Empoasca sp. (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) IN A PHYSIC NUT CROP IN MATO GROSSO DO SUL


Fluctuación poblacional de Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae) en cultivos de piñón manso en Mato Grosso do Sul


Denisar Paggioli de CARVALHO1, Harley Nonato de OLIVEIRA2.


1  Universidade Federal da Grande Dourados. Rodovia Dourados/Itahum, Km 12, CP 322, 79.804-970. Dourados, Brasil.


2 Embrapa Agropecuária Oeste. Rodovia BR 163, Km 253,6, CP 449, 79804-970. Dourados, Brasil.


For correspondence. biodenisar@hotmail.com


Received: 15th September 2014, Returned for revision: 1st April 2015, Accepted: 2nd June 2015.

Associate Editor: Geraldo Andrade-Carvalho.


Citation / Citar este artículo como: Carvalho DP, Oliveira HN. Population fluctuation of Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae) in a physic nut crop in Mato Grosso do Sul. Acta biol. Colomb. 2016;21(1):81-85. doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.45111.





ABSTRACT


Physic nut (Jatropha curcas L.) is an oilseed, semi-evergreen shrub or small tree of the Euphorbiaceae family, whose seeds contain oil that can be processed into a high quality biofuel. However, there have been reports of arthropods feeding from its leaves, including the green leafhopper Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae). The large numbers of this insect, observed in certain periods of the year in many regions of Brazil, are causing damage to the oilseed crops. This study aims at evaluating the fluctuation in green leafhopper population in a physic nut crop in Dourados, Mato Grosso do Sul, to assess possible correlations with rainfall, maximum, average and minimum temperatures. This evaluation was conducted between March 2011 and July 2012. The largest Empoasca sp. populations were recorded in May and June, 2011, and between February and May, 2012. No significant correlation was observed between the weather parameters analyzed and the fluctuation in the Hemiptera population, but there was a trend toward higher population density during the warmer and rainier months.


Keywords: Jatropha curcas, green leafhopper, rainfall, seasonality.





RESUMEN



El piñón manso (Jatropha curcas L.) es una oleaginosa de la familia Euphorbiaceae que se destaca por la producción de semillas cuyo aceite tiene características deseables para la producción de biocombustibles. Sin embargo, hay informes de algunos artrópodos que usan la planta como fuente de alimento, incluyendo la cigarrita verde Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae). La alta incidencia de este insecto se comprueba en varias regiones del Brasil, en ciertas épocas del año, causando lesiones a esta oleaginosa. El objetivo de este estudio fue evaluar la fluctuación de la cigarrita verde en una plantación de piñón manso en Dourados, Mato Grosso do Sul, y la búsqueda de posibles correlaciones con las precipitaciones y las temperaturas máximas, medias y mínimas. Esta evaluación se realizó entre los meses de marzo 2011 hasta julio 2012. Poblaciones mayores de Empoasca sp. Se registraron en mayo y junio de 2011 y entre febrero y mayo de 2012. No hubo correlación entre los aspectos climáticos analizados y entre la fluctuación poblacional de los hemípteros, pero se observó una tendencia a una mayor densidad poblacional en los meses más cálidos y húmedos.


Palabras clave: Cigarrita verde, Jatropha curcas, pluviosidad, sazonalidad.





INTRODUCTION


Physic nut (Jatropha curcas L.) is a perennial shrub species belonging to the Euphorbiaceae family that is probably native to South America (Berry, 1929; Arruda et al., 2004). It is a fast-growing deciduous plant, which takes three–four years to reach reproductive age (which may extend to 40 years) that can reach a height of more than 5 meters, whose seeds contain oil that can be processed to produce a high-quality biodiesel fuel (Carnielli, 2003). Furthermore, the physic nut is also considered drought-tolerant and can adapt to low fertility soils (Islam et al., 2011; Dias, 2012).


In 2014, Brazil produced 3.4 billion liters of biodiesel (Ministério de Minas e Energia, 2015). There is a significant impact of social inclusion in this activity, which has generated 1.37 million wage labor throughout the production chain and 105,000 families benefited with the "National Program of Familiar Agricultural Strengthening" (Pronaf). (Tapanes et al., 2013).


However, the lack of technical and scientific knowledge about the physic nut culture hinders its large-scale use; therefore, further studies on its cultivation and industrial uses are necessary (Divakara et al., 2010). It must be highlighted that the physic nut has been researched and studied more for its chemical properties, as well as medicinal and biocidal uses, than its agronomic characteristics (Saturnino et al., 2005).


Arruda et al. (2004) reported that only few insects are capable of attacking physic nut crops, since the plant produces a caustic sap exudate as a defense mechanism against any plant damage. However, studies conducted by Silva et al. (2008) and Oliveira et al. (2010) have demonstrated the potential of some arthropods to damage this crop.


Empoasca sp., family Cicadellidae, order Hemiptera, is known as the green leafhopper, usually associated with bean (Naseri et al., 2009), citrus (Miranda et al., 2009), castor bean (Suganthy, 2011), potato (Lamp et al., 1994) and many other crops around the world, has been consistently found in physic nut crops. Saturnino et al. (2005) observed high infestation of Cicadellidae in areas planted with physic nut in northern Minas Gerais, where plants presented the characteristics symtoms of attack. In addition, the green leafhopper has also been reported in areas planted with J. curcas in Bahia (Carvalho et al., 2009), Rondônia (Costa et al., 2011), and six municipalities in Mato Grosso do Sul (Oliveira et al., 2010).


The green leafhopper, Empoasca sp., inserts its stylets into the plant and releases toxic substances present in the saliva into the plant vascular system, causing phytotoxicity, reducing crude proteins, fatty acids, and minerals, which, consequently, results in plant nutritional deficiency (Caetano et al., 1987). In addition, the continuous sap-sucking by the insects also causes clogging of the conducting vessels in the plants due to hypertrophy while the phloem cells reached by the stylet become disorganized and granulated (Hibbs et al., 1964; Nielsen et al., 1999). The physic nut plants infested with the sap-sucking leafhoppers become yellow while the leaves exhibit a slight curvature at the edges, as well as shriveling (Oliveira et al., 2010). Some species can transmit virus to other cultures (Haque and Parasram, 1973).


It is known that climatic factors such as rainfall and temperature have crucial importance in the population density of species, either in local or global scale. Be aware of the annual variations in population density of insect pests due to those variations is critical to make an effective decision-making and control in the Integrated Pest Management (IPM). Therefore, this study aims at evaluating the population dynamics of Empoasca sp. over time and seeking a possible correlation with the weather parameters in Dourados, Mato Grosso do Sul, Brazil.


MATERIALS AND METHODS


The study was conducted in a 12-ha area planted with physic nut with 3.0 × 2.0-m spacing in Dourados, with a sample area of 2.0 ha (22°05' S, 55°18' W; 484 m) in Mato Grosso do Sul, Brazil. According to Köppen (1948), the climate is Cwa (humid mesothermal), with rainy summers and dry winters, annual average rainfall of 1500 mm and a mean annual temperature of 22 °C. The daily records of maximum, minimum, and average temperatures (°C) and rainfall (mm) during the studied period were obtained from the data base of the weather station of Embrapa Agropecuária Oeste, in Dourados.


The study lasted from March 2011 to June 2012. Monthly, 40 yellow sticky traps were placed on 40 plants (one per plant), randomly selected within the area. Plants were about four years old. Sticky traps of dimensions 24.5 × 10 cm were tied to the plants at a height of approximately 1.5 m above the ground, following the methodology described by Miranda et al. (2009) and Oliveira et al. (2010) and for adult Cicadellidae sampling.


During the studied period, the traps remained in the field for a period of 15 days each month (approximate duration of nymphal stage of the insect) (Boiça Júnior et al., 2000). After this period, the traps were removed and kept in cold storage at 5 °C until the insects were manually counted under a stereoscopic microscope.


The possible influence of maximum, minimum, and average temperature and rainfall on the population density and seasonality of Empoasca sp. was evaluated by simple correlation index using the statistical program R (R Development Core Team, 2011).


RESULTS


A total of 201606 adult Empoasca sp. were captured in the area planted with physic nut during the 17-month study period, which corresponded to an average of 296.5 leafhoppers/trap/month. The highest individuals per trap averages were recorded in May 2011 (975), February 2012 (831), and April 2012 (1155) (Fig. 1a). Although leafhoppers were found every month of the study period, the number decreased between June and December (Table 1).
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The results of this study showed no correlation between population dynamics and minimum, average, or maximum temperatures (Table 1). However, population decreased sharply from the beginning of the dry season, when the temperatures were the lowest (Fig. 1).



DISCUSSION



The population of Empoasca sp. increased significantly from April to May 2011, exhibiting a 10-fold increase in the number of adults in just one month. This sharp increase in the number of individuals coincided with the end of vegetative growth and early plant dormancy, when winter begins and the leaves fall completely. After this peak, the leafhopper population decreased sharply, probably due to leaf fall, and soon after complete defoliation, the insect population became low until the population growth resumed in January 2012 (Fig. 1a). In 2012, the population peaked between February and May, similar to the findings reported by Oliveira et al. (2010). However, the mean values found in the present study were 12 times higher than those observed by Oliveira et al. (2010) (706 against 59 individuals per trap), considering that the traps were in place for the same period. This difference could probably be due to plant developmental stage, since Oliveira et al. (2010) started with 1½-year-old plants, whereas, in the present study, the plants were almost four years old with more and larger leaves.


The low incidence of Empoasca sp. at the time of fall, when the plant is bare, could be due to the fact that most leafhoppers species feed preferably on these structures (Borror and Delong, 2011).


Santa-Cecilia et al. (2001) sampled leafhoppers in a coffee culture in Minas Gerais and reported that insect population started growing in October, unlike the present study. Moreover, the insect population started to decrease a little later. Probably the fact that the coffee does not lose its leaves during the dry season contributed to the early population increase and late population decline in comparison with the physic nut crop.


In another study, Yamamoto et al. (2002) observed the fluctuation of 14 species of Cicadellidae population in citrus crops in São Paulo. These authors recorded low population levels of these insects between January and mid-March, with no growth or declining trend, unlike the results of the present study, where population growth started in January. This difference is probably because the citrus seedlings used in the study by Yamamoto et al. (2002) were in the final stages of production during this period and possibly less attractive to the leafhoppers due to the pruning of seedlings. Nevertheless, both studies presented similar results regarding population decline period, which occurred early in the dry season, in May.


Although low temperatures do not affect directly the incidence of Empoasca sp., they interfere with the development of physic nut, causing the leaves to drop and consequently resulting in lack of food, as reported by Oliveira et al. (2010).


Likewise, leafhopper population densities were not influenced by either temperature or rainfall (Table 1). However, rainfall contributed to the recurrence of vegetative plant growth and provided abundant food resources for the leafhoppers (Fig. 1b).


From the second year after planting, the fruits of physic nut ripen and are harvested between December and July, in the Brazilian Midwest (Roscoe and Silva, 2007), coinciding with the population peak of Empoasca sp. observed in the present study. As a result, it is possible that the green leafhopper hinders the production of physic nut fruits in Mato Grosso do Sul. If the adult population peak occurs in February (as observed in this study, in 2012), the onset of economic damage might ensue from January (when large numbers of nymphs were seen on the leaves).


Thus, further studies on the occurrence and population dynamics of Empoasca sp. in this region as well as in other locations in Brazil, covering longer periods of data collection, are required for further and more detailed analysis of this insect population dynamics. The results may contribute to determine the extent of the economic losses brought by the green leafhopper to physic nut plantation and help define control strategies.


CONCLUSIONS


Empoasca sp. exhibited two population peaks, one between May and June 2011 and the other between February and May 2012. There was no correlation between the green leafhopper population density and maximum, average and minimum temperatures or rainfall throughout the study period.
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ABSTRACT


Stevia rebaudiana (Asteraceae) is a plant of economic importance because of its medicinal properties and the presence of sweetener compounds on its leaves. These compounds can be a substitute for sucrose in a wide variety of products used by persons with diabetes and obesity problems. To standardize an efficient and effective propagation method for the different Stevia genotypes grown in Colombia, this study evaluated the effect of different combinations of the plant growth regulators 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid (IBA), 6-(gamma, gamma-dimethylallylamino) purine (2iP) and Zeatin on the induction and development of somatic embryos. Adenine and coconut water were also evaluated as supplements in the basal culture medium Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS) with glutamine. The combination of 2,4-D (18.09 µM) and 2iP (7.38 µM) produced the highest number of somatic embryos per explant, which had well-defined characteristics. The genotype showed a significant effect on the embryogenic response. In the "SRQ-93" genotype, the formation and development of somatic embryos was achieved, whereas the genotypes "Bertoni" and "Morita II" only yielded embryogenic and non-embryogenic calli, respectively. The conversion to seedlings was achieved on the regeneration medium containing gibberellic acid (GA3) (0.29 µM) and activated charcoal.


Keywords: In vitro propagation, natural sweetener, somatic embryo, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 2-isopentenyl adenine (2iP).




RESUMEN


Stevia rebaudiana (Asteraceae), es una planta de gran importancia económica debido a sus propiedades medicinales y a la presencia de compuestos endulzantes en sus hojas, los cuales pueden sustituir la sacarosa en gran variedad de productos utilizados por personas con problemas de diabetes y obesidad. Con el propósito de estandarizar un método de propagación eficiente y efectivo para diferentes genotipos de Stevia cultivados en Colombia, en la presente investigación se evaluó el efecto sobre la inducción y desarrollo de embriones somáticos de diferentes combinaciones de los reguladores de crecimiento vegetal 2,4-D, IAA, IBA, 2iP y Zeatina, además de los suplementos adenina y agua de coco en el medio de cultivo basal Murashige y Skoog (1962), adicionado con glutamina. Con la combinación 2,4-D (18.09 µM) y 2iP (7.38 µM) se obtuvo el mayor número embriones somáticos por explante con características bien definidas. El genotipo tuvo un efecto significativo en la repuesta embriogénica, en el genotipo "SRQ-93" se logró la formación y el desarrollo de embriones somáticos, mientras que en los genotipos "Bertoni" y "Morita II", solo se obtuvo callo embriogénico y no embriogénico respectivamente. La conversión a plántulas se alcanzó en el medio de regeneración conteniendo GA3 (0.29 µM) y carbón activado.


Palabras claves: Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), embriones somáticos, endulzante natural, propagación in vitro, 2-isopenteniladenina (2iP).




INTRODUCTION


Stevia rebaudiana Bertoni is a plant that belongs to the Asteraceae family and is native to Paraguay. On its leaves, the plant produces low-calorie sweeteners composed of diterpene glycosides that are 30 to 320 times sweeter than sucrose (Ahmed et al., 2007). The compound that is found in the greatest proportion is stevioside, followed by rebaudioside and dulcoside (Mishra et al., 2010).


In addition to its sweetening properties, this plant is also a source of carbohydrates, proteins, raw fiber, minerals, amino acids, essential oils, etc. (Abou-Arab et al., 2010), and it possesses the following therapeutic properties: anti-hyperglycemic, anti-carcinogenic (Jayaraman et al., 2008; Gupta et al., 2013), antiviral (Kedik et al., 2009), anti-inflammatory (Ibrahim et al., 2007) and antioxidant (Zeng et al., 2013; Gupta et al., 2013). These health benefits highlight this plant's economic importance.


The conventional propagation of Stevia is difficult because of the low viability of its seeds and high cost of its propagation by cuttings results in a low number of seedlings obtained (Pande and Gupta, 2013). They also present difficulties in the rooting process on small-sized cuttings, which implies the selection of cuttings with a high number of nodes and a subsequent decrease in the amount of available material (Osman et al., 2013) and productivity, thus affecting its market. Therefore, in vitro propagation becomes an alternative technique to manage these limitations.


The globalization of agriculture requires improvements in the efficiency and competitiveness of existing production systems. Among plant tissue culture techniques, the regeneration of plants via somatic embryogenesis offers an efficient solution to propagation problems for different crops because this process yields a bipolar structure with the same characteristics and functions as a zygotic embryo originated from a somatic tissue. The process of developing the root and aerial parts of the plant is simultaneous, resulting in faster multiplication, development and acclimatization processes, and it also allows for an easier escalation process through bioreactors (Solís-Ramos et al., 2012; Saram et al., 2014).


Tissue regeneration in S. rebaudiana through tissue culture via organogenesis has been reported by Kumar et al. (2008), Anbazhagan et al. (2010), Das et al. (2011) and Suarez and Quintero (2014). Additionally, Bespalhok et al. (1993), Das and Mandal (2010), Banerjee and Sarkar (2010), and Pande and Khetmalas (2012) have described the process via somatic embryogenesis.


The induction and development process of somatic embryos can be influenced by several factors, such as the basal culture medium, growth regulators, nitrogen and carbon sources, various supplements and genotype. Genotype is important in all biological processes, and the differential response to in vitro culture of different genotypes of the same species has been well documented (Solís-Ramos et al., 2012). Based on reports of commercial-size cultures in different S. rebaudiana genotypes in Colombia (Martínez et al., 2007) and with the intention of contributing to the improvement of the multiplication process of elite material, this study aimed to evaluate the embryogenic response of three S. rebaudiana genotypes: "Morita II", "Bertoni" and "SRQ-93".


MATERIALS AND METHODS


Plant material


S. rebaudiana "Bertoni" plants served as the source of explants for the development of this study, and they were provided by the Botanical Garden Joaquín Antonio Uribe, which is located in the city of Medellín. The plants (hereafter referred to as genotype 1) were maintained under semi-controlled conditions at the biological station of the University of Antioquia. For the genotype known as mutant SRQ-93 (genotype 2), in vitro plants and plants adapted to semi-controlled conditions were used, and these plants were obtained from the Plant Biotechnology Laboratory of the University of Antioquia. In vitro plants of the Morita II variety (genotype 3) were also used, and they were donated by the bio-factory of the Technological Park of Antioquia (PTA) for this research.


In vitro establishment


Because in vitro material from genotype 1 was not available, a protocol of disinfection and in vitro establishment of apices from plants maintained under greenhouse conditions was established. The apices were cut, initially washed with Quirucidal® soap (Laboratorios Quirumedicas manufacturer's, Bogotá-Colombia) and then washed with 1 % Tween-20® for 5 minutes. Under aseptic conditions, the explants were then submerged in a Benomyl® (1 g/L) and streptomycin (1.5 g/L) mix for 4 hours. Subsequently, the material was treated serially with sodium hypochlorite (NaClO) at 0.8 and 0.5 % for five minutes each and then washed with sterile distilled water.


Culture media and growth regulators


Considering the positive effect of coconut water and adenine on the embryogenic response of different species (Apurva and Thakur, 2009; Bhattacharya et al., 2010; Milojevic et al., 2012; Nuño-Ayala et al., 2012; Rathore et al., 2012), the following three culture media were used in this experiment: MB1, composed of Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS) salts (Murashige and Skoog, 1962) supplemented with glutamine (342.14 µM), thiamine-HCl (2 mg/L), nicotinic acid (2 mg/L), glycine (2 mg/L), pyridoxine (0.5 mg/L) and sucrose (30 g/L); MB2, composed of MB1 medium supplemented with adenine (5 mg/L); and medium MB3, containing MB1 medium supplemented with coconut water (10 %). The culture media were solidified with Gelrite® (3.0 g/L).


The initial assays, which were based on the protocols described for Stevia by Bespalhok et al. (1993), Bespalhok and Hattori (1997), Das and Mandal (2010), Banerjee and Sarkar (2010), and Pande and Khetmalas (2012), and combinations of the growth regulators 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid (IBA), 6-(gamma, gamma-dimethylallylamino)purine (2iP), Zeatin and Thidiazuron (TDZ) showed that for genotype SRQ-93, the formation of somatic embryos was favored by the 2,4-D – 2iP combination.


Based on these results, this study evaluated the effect of a broader range of concentrations of the growth regulators 2,4-D and 2iP on the induction of somatic embryos in the same genotype (Table 1).
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Leaf segments (approximately 7 mm2) of in vitro plants in multiplication stages and after 20 days of subculture were planted in the different culture media. In all cases, adaxial side of the leaf was in contact with the culture medium.


Each of the treatments was composed of ten explants placed in separate Petri dishes (experimental unit). Every 20 days, the explants were transferred to fresh medium with the same composition. The response variable for all experiments was the number of somatic embryos formed per explant (SE). During the induction process, the cultures were maintained at 23 °C ± 2 and in continuous darkness.


Response of in vitro and ex vitro plant leaf segments to the formation of somatic embryos


This experiment evaluated the effect of the origin of explants (in vitro or ex vitro) on the formation of somatic embryos. The explants were segments of in vitro plants and leaf segments from plants of genotypes 1 and 2 maintained under semi-controlled conditions. The culture medium used for this experiment was MB1 supplemented with the growth regulators 2,4-D (18.09 µM) and 2iP (7.38 µM).


The leaf segments of the ex o in vitro plants were treated with the same disinfection protocol described for the apices, and the cultures were maintained under complete darkness. Twenty five replicates per origin/genotype were performed. Every 20 days, the explants were transferred to fresh culture medium with the same composition, and the formation or absence of the formation of embryos and their number per explant were registered.


Effect of genotype on the induction of somatic embryos


Based on the results of previous experiment, the effect of the genotype on the formation of somatic embryos on Stevia was evaluated. Leaf segments of in vitro plants in the multiplication phase of the genotypes Bertoni, Morita II and SRQ-93 were planted in MB1 culture medium supplemented with growth regulators 2,4-D (18.09 µM) and 2iP (7.38 µM). The explants were transferred every 20 days to fresh culture medium with the same composition.


Ten replicates were performed for each genotype, and each explant was placed in a Petri dish (experimental unit). The response variable was the formation of an embryogenic callus and/or the number of somatic embryos per explant.


Histological analysis


To corroborate the embryogenic nature of the obtained structures, a histological analysis was performed using portions of leaves with structures similar to somatic embryos. Such structures were submerged in formaldehyde – acetic acid – ethanol (FAA) fixing solution (10 mL of 37 % formaldehyde, 5 mL of glacial acetic acid, 50 mL of 96 % ethanol and 35 mL of distilled water) in Falcon® tubes for two days. The dehydration process was performed in an alcohol series (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %) for two hours, and each process was followed by paraffin embedding (PARAPLAST). The embedded material was fractionated in a rotary microtome (LEICA Model RM 2125) in 5 µm-thick sections. The sections were stained with Safranin O and Alcian Blue to determine the presence of lignin, cutin, suberin and acid polysaccharides. The material was also stained using PAS (periodic acid–Schiff stain and naphthol blue black), which is commonly used to reveal the total insoluble polysaccharide content and proteins on cells. The stained sections were mounted with Entellan®, and the photographic registry was performed in a fluorescence microscope.


Regeneration of somatic embryos


To assess the conversion of somatic embryos to complete plants, different treatments were proposed (Table 2).
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The regeneration assays were performed in Petri dishes (100 x 15 mm) containing approximately 30 mL of medium. For each treatment, three clusters of embryos individually places on a Petri dish were evaluated. The cultures were maintained under continuous light conditions at 20 µmol m2 s-1 for their development. Subcultures were performed every 20 days, and the number of developed embryos per cluster and the formation or absence of root formation were registered.


Statistical analysis


The statistical analysis was performed using a one-way analysis of variance (ANOVA). The software Statgraphics Centurion was used for the randomization of the treatments, data analysis and verification of the ANOVA basic assumptions. To determine the differences between treatments (induction of somatic embryos), Tukey's test was performed. P values less than 0.05 (p < 0.05) were considered statistically significant.


RESULTS


Effect of culture medium and growth regulators on the induction of somatic embryos


From the different supplements evaluated, the basal culture medium added with adenine (MB2) showed the lowest values of induced somatic embryos and produced an effect that was significantly different from the MB1 and MB3 culture media (Fig. 1). In the culture medium supplemented with coconut water (MB3), the mean number of somatic embryos did not show a statistically significant difference from the MB1 medium for the different growth regulator concentrations. However, the mean value was always lower than that of the non-supplemented treatments.
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The induction of somatic embryos was achieved in all of the treatments containing growth regulators, and embryo formation started 23 days after planting. The statistical analysis showed significant differences between treatments (p < 0.00001) (Fig. 1). The treatments with a better response in the induction stage were MB1-2 containing 2,4-D (18.09 µM) plus 2iP (7.38 µM) and MB1-4 containing 2,4-D (13.57 µM) plus 2iP (7.38 µM). These treatments (Table 3) had a mean of 43.2 and 46.9 somatic embryos per explant, respectively, and morphological characteristics typical of the formation of somatic embryos. The highest mean number of embryos was achieved in the treatments containing the highest concentration of 2iP (7.38 µM) combined with 2,4-D (13.57 y 18.09 µM) (Fig. 1).
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The induction of somatic embryos was not achieved in the preliminary tests that evaluated the growth regulators TDZ, IBA and IAA alone and in combination. Only callus formation was observed in media containing TDZ, whereas the formation of roots was observed in media containing IBA and/or IAA. The media containing Zeatin showed the formation of somatic embryos, but they were deformed and had irregular morphological characteristics.


Response of leaf segments from in vitro and ex vitro plants to the formation of somatic embryos


This assay revealed that the origin of the explant had an effect on the response time but not on the total number of somatic embryos. The leaf segments from ex vitro plants began forming somatic embryos between 25 and 27 days after planting, whereas the segments from in vitro plants responded after 20 days. The statistical analysis performed with the data from 40 days after planting showed significant differences in the number of embryos obtained in the leaf explants from these two origins (Fig. 2a). However, when this same parameter was evaluated at the 60th day, no statistically significant differences were observed (Fig. 2b). No statistical analysis was performed for genotype 1 because the only response was the formation of embryogenic calli. However, similar to genotype 2, a lower response time was observed in the material from in vitro conditions compared with the ex vitro plants under semi-control conditions at 30 and 45 days, respectively.
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Effect of the genotype on the induction of somatic embryos


The response to embryogenesis in all three S. rebaudiana genotypes tested showed clear differences. Genotype 2 (SRQ-93) achieved a mean of 30 embryos per explant. In genotype 1 (Bertoni), the response was the formation of an embryonic callus, and only one explant achieved formation of a somatic embryo. For genotype 3 (Morita II), the response was the formation of a compact dark yellow-colored callus with no embryogenic characteristics (Fig. 3a-3c).
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Histological analysis


The histological sections were used to identify the globular structures independent from the mother tissue with defined protodermis and small cells with a prominent nucleus and dense cytoplasm. All of these characteristics are typical of meristematic cells with regeneration potential; in this case, the potential is through somatic embryogenesis (Fig. 3a-3c). Similarly, the tissues surrounding the embryos were observed to correspond to the mother tissue and were characterized by parenchymal cells (Fig. 3a).


Regeneration of somatic embryos


The conversion of the somatic embryo to a plant was only obtained in the R1 media and achieved 60-80 days after transfer to the regeneration media (Fig. 4), with a mean of 5.6 seedlings per cluster. In the R2 media, the embryos remained intact after 100 days with no regeneration. However, when the embryos were transferred to the R1 medium, seedlings were obtained after 20 days. In R3, R4 and R5 media, the embryos were covered by calli after 20 to 25 days after transfer without achieving any conversion.
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DISCUSSION


Effect of the culture medium and concentration of growth regulators 2,4-D and 2ip on the induction of somatic embryos


The organic supplements that were tested to induce and/or improve the embryogenic response in S. rebaudiana did not show the expected results.


Coconut water, a supplement for in vitro culture, has been reported as beneficial for induction processes such as morphogenesis, somatic embryogenesis, callus formation, and for cell cultures in suspension (Pervin et al., 2013). In embryogenic processes, the production of somatic embryos at a large scale was improved in Phoenix dactylifera (Hussam and Hussein, 2013). In addition, the promotion of the induction, growth and development of somatic embryos in other species was achieved (Bhattacharya et al., 2010); in others, the formation of somatic embryos was reduced (Apurva and Thakur, 2009).


Additionally, the adenine negatively affected the embryogenesis process in S. rebaudiana. These results are consistent with reports by Nuño-Ayala et al. (2012), who also found that the induction of somatic embryos was inhibited in Jarilla heterophylla. In other species, reports have noted the favorable effects of adenine on the efficiency of the induction and further development of somatic embryos (Jha et al., 2007; Wongtiem et al., 2011). This vitamin has been used as a supplement in culture media for the induction of somatic embryos (Milojevic et al., 2012; Rathore et al., 2012).


Bespalhok et al. (1993), Banerjee and Sarkar (2010) and Pande and Khetmalas (2012) reported achieved the formation of somatic embryos, although with low regeneration rates. In this study, certain treatments on genotype SRQ-93 showed the formation of somatic embryos, although in low amounts, and in other, embryos were not induced. Hence, new tests with a combination of growth regulators were performed.


In these experiments, a favorable response was achieved in the embryogenic process, the culture media that showed the highest number of somatic embryos per explant were those that contained 2,4-D (13.57 µM and 18.09 µM) combined with 2iP at the highest concentration (7.38 µM) (MB1-2 and MB1-4). The results of this study are the first reports of the favorable effects of this combination of regulators on the induction of somatic embryos in Stevia.


The formation of somatic embryos with the combination 2,4-D and 2iP in culture medium has been reported in several species (Zhu et al., 1996; Husain et al., 2010; Konieczny et al., 2010).

In the present study, the lowest 2iP concentration (2.46 µM) tested did not favor the formation of somatic embryos. Similar results were obtained by Zhu et al. (1996), who evaluated different concentrations of the 2,4-D/2iP combination on rice. The response to low 2iP concentrations has been described in other species regardless of the type of auxin used (Husain et al., 2010). However, Muñoz-Concha et al. (2012) found a favorable effect on the formation and development of somatic embryos with a low 2iP concentration combined with 2,4-D. This confirms once again, the variability in the response of different species to growth regulators and their concentrations.


Many of the obtained embryos showed a callus on their surface after 70 days of culture induction medium. This callus can be caused by extended exposure to the high 2,4-D concentration. This growth regulator has been widely reported as effective for inducing the embryogenic process (Joshi and Kumar, 2013) and has also been known to have deleterious effects on the development of embryos when they are treated for long periods of time and/or with high concentrations (Habibi et al., 2009). However, in other species, the prolonged exposure to 2,4-D is necessary to induce the formation of somatic embryos (Zouine and Hadrami, 2007).


The direct or indirect formation of embryos is another important aspect related to the possible epigenetic changes induced by tissue dedifferentiation and re-differentiation, which are ultimately related to the concentration of growth regulators. The capacity of an organism to form somatic embryos is determined by the types of cells present in the explant. If the explant possesses cells with embryonic capacity, only a stimulus is necessary to make the cells divide and form an embryo; this process is known as direct somatic embryogenesis. When the explant is a differentiated tissue with cells that have lost their embryogenic nature, the cells can mitotically divide, and under specific conditions, they can induce an embryogenic state and generate a callus that acquires embryogenesis capacity; this process is known as indirect embryogenesis (Kryvenki et al., 2008).


In S. rebaudiana, had reported direct somatic embryogenesis and indirect somatic embryogenesis (Bespalhok et al., 1993; Banerjee and Sarkar, 2010; Das and Mandal, 2010; Pande and Khetmalas, 2012). In this study, embryos were obtained by both ways. Therefore, it is necessary to study the explants, along with their parts and developmental stages that show the potential for a direct response. Consequently these parts and developmental stages could be utilized as an ideal explant that avoids the negative effects related to the genetic instability of the material being reproduced via indirect somatic embryogenesis.


Effect of the explant origin


In the formation of somatic embryos from genotype SRQ-93 and embryogenic calli of genotype Bertoni, the shorter response time on the leaf segments from in vitro plants compared with the longer response time for the explants from the greenhouse was the differentiating variable between both explant sources. The number of embryos per explant at 60 days of culture did not show any significant differences.


The in vitro plants shows differentiating characteristics compared with the plants maintained in the greenhouse, and these characteristics, such as thinner leaves and cuticles, underdeveloped palisade parenchyma, poorly formed epicuticular and cuticle waxes, different chemical compositions (less hydrophobic) and poorly defined stomata with reduced control (Kumar and Rao, 2012), can favor quicker responses.


The quickened response can influence the plant's responses to different processes in tissue culture, including the induction of somatic embryogenesis. However, as in most biological processes and because of the network of metabolic pathways, the responses cannot be predicted, especially when there are different genotypes.


Banerjee and Sarkar (2010) obtained a high number of Stevia embryos when they used leaves from plants recently established in vitro. However, Bespalhok et al. (1993) used leaves from greenhouse plants as explants and obtained a lower number of somatic embryos. In this study, both sources of explants were simultaneously tested and showed differences in response time but not in the final number of embryos per explant. Similarly, Beck et al., (1998) observed a differential response in the nodal explants of Acacia mearnsii from in vitro and greenhouse conditions. Contrary, Punyarani and Sharma (2012) reported not obtain differences in the response of nodal segments from greenhouse and in vitro conditions in the species Costus pictus D. Don.


Effect of the genotype on the induction of somatic embryos

Marked differences in the embryogenic response to the induction medium were found among the three S. rebaudiana genotypes, which were consistent with the genetic differences established by Martínez et al. (2007). This result suggests once again that genetic factors are important in the response to an in vitro culture. On the other hand, Jarma et al. (2005), Jarma et al. (2006), Jarma (2010) and Jarma et al. (2010) have reported variations in field at physiological response and productivity of different genotypes of Stevia rebaudiana grown in the Colombian Caribbean.


The effect of genetic constitution on the different development processes and culture of tissues is widely known. Similar to our results, the differential response to somatic embryogenesis caused by genotype has been described by several researchers in different species, including Phoenix dactylifera (Zouine and Hadrami, 2007), Theobroma cacao (Urrea et al., 2011), Cajanus cajan (Aboshama, 2011) and Elaeis guineensis (Carvalho et al., 2012).


The absence of embryos in the Bertoni and Morita II varieties under the evaluated parameters allows us to affirm that for these two genotypes, it is necessary to optimize the culture medium, growth regulators and/or culture conditions to perform propagation via somatic embryogenesis. This state of the art propagation method is recommended because of its escalation and automation potential, especially on species such as Stevia that have worldwide commercial value.


The results obtained in the present research allow us to conclude that the genotype has a significant effect on the response to somatic embryogenesis in Stevia. This result has not been previously studied, and it is of the upmost importance because the culture of this species on a commercial scale is performed in countries such as Paraguay, where it was reported to be greatest, followed by Brazil, Uruguay, Central America, Israel, Thailand, Australia, Japan, Korea and China. In addition, some cultures are performed in European countries, such as Italy, the United Kingdom, Ukraine, Spain, Germany and Switzerland (Ahmed et al., 2011; Sic Zlabur et al., 2013).

In Colombia, the genotypes commercially cultivated correspond to Bertoni and Morita II; therefore, it is necessary to continue this work to optimize the process of massive propagation of these genotypes.


Histological analysis


The histological technique allowed verifying that the formed structures correspond to somatic embryos. This study identified globular structures independent from the mother tissue and abundant meristematic cells with high starch content. These characteristics are typical of a somatic embryo as described by Avilés-Viñas et al. (2013).


According to the forming origin, the anatomic and morphological observations performed in different studies suggest that somatic embryos can be formed from a single cell or from a group of cells. When the somatic embryos have a unicellular origin, coordinated cellular divisions are observed, and the embryos are connected to the maternal tissue by the suspensor. In contrast, a multicellular origin is characterized by non-coordinated cellular divisions and somatic embryos that are observed as a protuberance fused to the maternal tissue (Avilés-Viñas et al. 2013). More in-depth research is required to precisely understand the unicellular or multicellular origin of the embryos formed in Stevia from leaf segments.


Conversion to complete plants


One of the critical points in somatic embryogenesis is the capacity of the embryos to convert to complete plants. In this study, the embryos from the genotype SRQ-93 that generated seedlings belonged to the induction media containing combinations of regulators 2,4-D (18.09 and 13.57 µM) and 2iP (7.38 µM). The regeneration was achieved only in the R1 medium supplemented with GA3 (0.29 µM) as the only regulator.


In general, to achieve the conversion to seedlings, the formed embryos are transferred to medium without regulators to eliminate the exogenous regulators and allow for their development. However, the stage of maturity of the embryos (previous stage to regeneration) is not always achieved in the same medium from which they are induced. To achieve such a state, the addition of adenine (Wongtiem et al., 2011), glutamine (Thiruvengadam et al., 2013) and coconut water (Pervin et al., 2013) has been described as a requirement. In addition, different concentrations and ratios of growth regulators are required from those used in the induction media (López-Pérez et al., 2006; Urrea et al., 2011).


This study did not find an effect of the supplements adenine and glutamine on the regeneration potential of the embryos. However, Das and Mandal (2010) and Thrivengadam et al. (2013) reported that the addition of exogenous glutamine improve the physiological development of the somatic embryos.

In the present research work, the effect of the regulators 2,4-D (18.09 and 13.57 µM) and 2iP (7.38 µM), which induced the formation of embryos, in the conversion stage, was evident. This result suggests that the auxin/cytokinin balance during the formation of embryos allowed them to reach the maturity stage required for subsequent development.


The positive effect of GA3 as the only regulator on the regeneration of seedlings observed in this study was evident in the R2 media, where in the absence of GA3, non-regenerating embryos were observed. The same results were observed when GA3 was combined with IAA.


For this same species, Bespalhok et al. (1993) found that transferring the embryos to a regulator-free medium did not result in a regenerating process, which is consistent with our results. However, Banerjee and Sarkar (2010) described a conversion to seedlings through the transference of the embryogenic callus to medium supplemented with IBA (7.38 µM).

The addition of GA3 to the regeneration media, significantly improved the number of seedlings regenerated, the regeneration process and elongation and was necessary for the improved development and subsequent regeneration of seedlings from somatic embryos in other species (López-Pérez et al., 2006; Afroz et al., 2009; Scherer et al., 2013).


CONCLUSIONS


Stevia rebaudiana is a commercially important species because of its sweetener characteristics and medicinal uses discovered in recent years. In this study, the somatic embryogenesis for this species was evaluated, and the genotype was found to affect the response to this massive propagation strategy. This result is the first world report for S. rebaudiana that may contribute to the development of protocols for other commercial varieties. However, the in vitro material had a lower response time, and the ex vitro material showed embryogenic potential as well. This result can be the starting point for establishing a propagation strategy using ex vivo vitro material selected by the grower on the field, which requires no previous steps. The development of somatic embryogenesis protocols in commercial varieties not only helps obtain a massive propagation of elite previously selected material but also aids in processes such as the production of interesting metabolites, improvement studies, material selection and conservation.
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RESUMEN


La yuca (Manihot esculenta) es el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial como fuente de calorías para la población humana después del arroz, el azúcar y el maíz, posicionándose por esta razón como un cultivo primordial para la seguridad alimentaria. Su arquitectura ha sido considerada como un factor clave que subyace a la fisiología del rendimiento, relacionando características morfológicas con productividad. En este trabajo se evaluaron diferentes características de arquitectura vegetal en yuca. Los caracteres fueron evaluados en una población F1 compuesta por 133 hermanos completos (familia K) sembrados en dos lugares biogeográficamente diferentes: La Vega (Cundinamarca) y Arauca (Arauca) en Colombia. Las características evaluadas relacionadas con la arquitectura vegetal fueron altura de la planta (AT), número de brotes (NB), longitud entrenudos (LE), número de raíces (NR), peso de raíces (PR), pigmentación del peciolo (PP), área de la hoja (AH) y tipo de hoja (TH). A partir de los datos obtenidos y empleando un mapa genético de alta densidad basado en SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) se llevó a cabo un análisis de QTLs (Quantitative Trait Loci). Se lograron identificar tres QTLs para La Vega asociados con los caracteres altura total, número de brotes y área de la hoja. Para Arauca se detectaron tres QTLs asociados con altura total, longitud de entrenudos y número de brotes. Los QTLs se distribuyeron en cuatro grupos de ligamiento y explicaron entre 18,93 y 41,92 % de la variación genética.


Palabras clave: Arquitectura vegetal, grupo de ligamiento, mapeo genético, marcador molecular, QTLs, yuca.





ABSTRACT


Cassava (Manihot esculenta) is the fourth most important crop worldwide as a source of calories for the human population after rice, sugar and corn and therefore it is considered as a staple crop. Cassava's architecture has been considered as a key factor underlying the physiology of yield, relating morphological traits with productivity. In this work different characteristics of plant architecture were evaluated in a cassava F1 population composed by 133 complete siblings (family K) planted in two biogeographically different zones: La Vega (Cundinamarca) and Arauca (Arauca) in Colombia. The characteristics evaluated related to the vegetal architecture were plant height (AT), number of shoots (NB), internodes length (LE), number of roots (NR), root weight (PR), petiole pigmentation (PP), leaf area (AH) and leaf type (TH). From the data obtained and using a SNP- (Single Nucleotide Polymorphism) high-density genetic map a QTLs analysis (Quantitative Trait Loci) was carried out. It was possible to identify three QTLs for La Vega associated with characters plant height, internodes length and leaf area. From the Arauca's dataset, three QTLs were detected associated with plant height, number of shoots and internodes length. The QTLs were distributed into four linkage groups and explained between 18.93 and 41.92 % of genetic variation.


Keywords: Cassava, genetic mapping, linkage group, molecular marker, vegetal architecture, QTL.





INTRODUCCIÓN


La yuca (Manihot esculenta, Crantz), representa la cuarta fuente de calorías después del arroz, el azúcar y el maíz para cerca de un billón de personas en el mundo. La yuca es principlamente un cultivo de los trópicos, el cual se cultiva en terrenos marginales, con largos períodos de sequía y en suelos que pueden ser infértiles y ácidos (Mederos, 2006). El almidón producido por las raíces almacenadores se destina principalmente a cuatro mercados según sus usos: i) como raíz fresca y procesada para alimentación humana, ii) como materia prima en la industria de alimentos con el fin de producir harina, iii) en la producción de alimentos balanceados para animales y iv) como un producto intermediario en otro tipo de industrias no relacionadas con la alimentación (Suárez y Mederos, 2011). La yuca es principalmente cultivada por pequenos agricultores, los cuales son en la mayoría de los casos de bajos ingresos pero que a pesar de su producción a pequena escala se produce de manera relativamente eficiente como para suplir las demandas de consumo de los productores. Según la FAO, si la yuca logrará desarrollar su potencial para entrar como materia prima en una gran variedad de productos procesados existiría una mayor demanda del producto y esto traería como consecuencia no solo una transformación agrícola sino que apoyaría al crecimiento económico de las areas marginales donde la yuca es cultivada (FAO, 2013).


La yuca se caracteriza por ser un arbusto perenne, que puede alcanzar tamanos muy variables, entre uno y cinco metros, y que idealmente precisa de un fotoperiodo corto. La yuca presenta flores masculinas separadas de las femeninas (planta monoica), de ramificación simpoidal (Cock, 1989). Los nudos y entrenudos alternados se pueden observar relativamente bien a lo largo de todo el tallo, en donde sobresalen un tipo de protuberancias que marcan la presencia anterior de las hojas (Ospina y Ceballos, 2012). La longitud del entrenudo es otra característica del tallo y este carácter está condicionado en gran medida por el medio en el que se desarrolla el cultivo (Suarez y Mederos, 2011). El grosor del tallo es importante y se ha asociado directamente con alto rendimiento (Suarez y Mederos, 2011). Las hojas son simples con una lámina foliar y un peciolo. La lámina foliar se caracteriza por ser palmeada y puede presentar un numero variable de lobulos cuyo numero cambia cuando se comparan diferentes variedades y por lo general es impar, oscilando entre tres y nueve (Ospina y Ceballos, 2012). Los pecíolos son largos y delgados, cuyo color es variable y puede ser rojo o rojo verdoso en unas variedades mientras que en otras puede variar entre el verde rojizo y el verde (Ospina y Ceballos, 2012). Como el número de lóbulos y el color del peciolo, también hay una amplia variación en el tamano de la hoja, la cual en algunos casos es una característica propia de cada variedad aunque se ve afectada en gran medida por factores ambientales. Las primeras hojas, aquellas que aparecen en los primeros cuatro meses, son más grandes que las se producen despues del cuarto mes (Suarez y Mederos, 2011). Mientras que las raíces de yuca tienen una amplia gama de usos, las hojas no tienen la misma importancia, aunque en algunos países de África las hojas son utilizadas para el consumo humano aprovechando el gran valor nutricional que poseen, en donde sobresale el alto nivel de proteína (entre el 18 al 22 %) (Gil y Buitrago, 1990).


La principal característica de la yuca son sus raíces gracias a su alto contenido de almidón, lo que le da su gran valor económico (Ospina y Ceballos, 2012). Las características morfológicas, como las mencionadas anteriormente, permiten tipificar las especies dentro del genero Manihot, pero al ser afectadas por el ambiente puede llevar a una sobre estimación en el número de especies (Suarez y Mederos, 2011). El efecto que ejerce el ambiente sobre la morfología y arquitectura vegetal en cada variedad de yuca puede ser bastante drástico. Puede suceder por ejemplo que la arquitectura típica que presente una variedad en un ambiente determinado sea bastante diferente cuando es plantada en otras condiciones edafoclimaticas (Suarez y Mederos, 2011).


En plantas, un gran porcentaje de las características de importancia económica son controladas por la acción de varios genes, por lo cual son denominadas poligénicas, cuantitativas o de herencia compleja (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Las diferentes características morfológicas relacionadas con la arquitectura vegetal son consideradas de tipo cuantitativo. En este tipo de rasgos, si bien el ambiente juega un papel muy importante en la expresión del carácter, éste esta determinado también por la acción de varios genes (Ferreira y Grattapaglia, 1998).


Los loci responsables de la expresión de las características cuantitativas son definidos como QTLs (del inglés Quantitative Trait Loci) (Ferreira y Grattapaglia, 1998) y su identificación a través del uso de mapas genéticos se constituye en una herramienta importante dentro de los programas de mejoramiento de plantas (Cerón y Sahagún, 2007; López, 2011).


El primer mapa genético de yuca fue obtenido a finales de los 90s el cual fue construido principalmente empleando marcadores de tipo RFLPs (Fregene et al., 1997). Actualmente existen varios mapas genéticos de yuca basados en una amplia gama de marcadores moleculares como microsatélites (Mba et al., 2001), ESTs (Expressed Sequences Tags) (Lopez et al., 2007) y SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) (Rabbi et al., 2014; Soto et al., 2015).


Los diferentes mapas genéticos se han empleado en la identificación de QTLs asociados con resistencia a enfermedades (Jorge et al., 2001; Akano et al., 2002) con caracteres agronómicos y morfológicos importantes así como caracteres relacionados con rendimiento (Okogbenin y Fregene, 2003; Okogbenin y Fregene, 2006; Okogbenin et al., 2007).


Recientemente se ha desarrollado un mapa genético basado en 2141 marcadores de tipo SNPs empleando la estrategia de GBS (Genotyping By Seqencing) en la misma población utilizada para la construcción del primer mapa genético de yuca (Soto et al., 2015).


Con el objetivo de realizar un análisis de caracteres morfológicos relacionados con la arquitectura vegetal, no evaluados previamente y que puedan tener algún tipo de relación con el rendimiento de la planta, en este trabajo se evaluaron ocho caracteres de arquitectura vegetal en la población biparental empleada en la construcción del mapa de yuca. A partir de esta información y del mapa genético disponible se pudieron identificar varios QTLs asociados a diferentes características de arquitectura vegetal.


MATERIALES Y MÉTODOS


Mapa genético y condiciones geográficas


El mapa genético empleado en este estudio comprende 2141 marcadores moleculares tipo SNP provenientes de la progenie de 133 individuos de una familia de hermanos completos (Soto et al., 2015). Cada uno de estos individuos así como los parentales fueron propagados en campo en Arauca (Universidad Nacional de Colombia, sede Orinoquía) (Latitud 7°' 22.32'' N, Longitud 70°44'42.50'' W) y en La Vega (Cundinamarca) (Latitud 0,5°,00'44.188'' N, Longitud 74°21'31.005'' N). La Vega presenta una temperatura media de 22 °C, humedad relativa media de 83 % y precipitación anual de 1900 mm (IDEAM, 2002). La temperatura media anual de Arauca es de 28 °C, presenta una humedad relativa media de 79 % y precipitación anual de 1763 mm (PBOT Municipio de Arauca, 2000).


Población de mapeo


La población estuvo formada por 133 plantas F1, hermanos completos, provenientes de un cruce intraespecífico entre la variedad TMS 30572 (parental femenino), un cultivar elite desarrollado en el IITA (International Institute of Tropical Agriculture) en Nigeria, y la variedad CM 2177-2 (parental masculino), un exitoso cultivar desarrollado por el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) en Colombia. Una de las características principales de este cruce es que presenta una segregación para varios rasgos importantes (Fregene et al., 1997).


Fenotipificación


Tres estacas de cada individuo de la población de mapeo se sembraron en los dos ambientes: Arauca (Arauca) y La Vega (Cundinamarca). Las estacas de cada individuo fueron suministradas por la Unidad de Mejoramiento Genético de Yuca del CIAT y fueron sembradas a una distancia aproximada de 1 m de distancia. Las plantas estuvieron sometidas a las condiciones ambientales naturales. Los siguientes carácteres fueron evaluados a cada planta de cada uno de los individuos: Altura de la planta (AT), definida como la longitud total del tallo o la parte aérea de la planta. Longitud de entrenudos (LE): distancia entre cada uno de los brotes, se toma la medida en el segundo tercio del tallo central. Número de brotes (NB), es el número total de brotes que se encuentran sobre el tallo principal. Peso de raíces (PR), es el peso de todas las raíces almacenadoras en la planta. (NR), es el número de raíces presentes en la planta. Área de la hoja (AH), medido como el promedio del área de las hojas 5, 6 y 7. Pigmentación del peciolo (PP) medido en una escala de 0 a 3 según la coloración. Tipo de hoja (TH) entre oblonga o lanceolada. Los datos para AT, LE, NB se tomaron a lo largo del tiempo, en las semanas 4, 12 y 14 post- siembra (sps). Los datos para PR, NR fueron tomados a la semana 14 post-siembra y los datos para PP, AH y TH fueron obtenidos en la semana 19 post-siembra.


Mapeo y análisis de QTLs


Se utilizó la estadística descriptiva para los datos cuantitativos (medidas de tendencia central, de variación y de desviación) y se construyeron histogramas de frecuencia empleando el software Microsoft Excel.


Se realizó análisis de QTL empleando el mapeo por intervalo compuesto (MIC), el cual requiere un mapa genético y la determinación de un LOD (del ingles logarithm base 10 of odds). El método MIC detecta un intervalo flanqueado por dos marcadores dentro del cual se halla un QTL. En este análisis los genotipos de los marcadores son permutados 1000 veces para establecer el umbral o LOD a partir del cual un marcador sería responsable de la variabilidad del rasgo. Posteriormente se adicionan loci cercanos, generalmente de 20 a 40 cM que generan efectos pequenos sobre el rasgo.


Se empleó el software R versión 3.1.1 y la librería "qtl", para el análisis de cada uno de estos rasgos fenotípicos y su posible asociación con marcadores moleculares presentes en el mapa genético.


RESULTADOS


Evaluación fenológica y análisis descriptivo


A partir de 133 individuos (códigos) de la familia K, se logró obtener semilla y germinación exitosa para 100 y 105 códigos en La Vega y Arauca, respectivamente. Los individuos fueron fenotipificados para los caracteres morfológicos altura de la planta (AT), longitud entrenudos (LE), número de brotes (NB), número de raíces (NR), peso de raíces (PR), área de la hoja (AH), pigmentación del peciolo (PP) y tipo de hoja (TH). Los caracteres fueron evaluados en diferentes tiempos según características propias de cada rasgo. Así, para AT, LE, y NB se evaluaron a las 4, 12 y 14 semanas post siembra (sps), los valores para los caracteres NR y PR se tomaron a la 14 sps y para AH, PP y TH los datos fueron obtenidos en la 19 sps. No en todos los casos se evaluó el mismo número de individuos en cada semana debido a que se presentó mortalidad en algunas plantas a lo largo del experimento.



En la mayoría de los casos se obtuvieron valores para tres plantas por cada código. A partir de los datos obtenidos (aproximadamente 860 en La Vega y 760 en Arauca) se realizó un análisis descriptivo. Para cada carácter evaluado se observa que existen rangos de variación muy amplios, seguramente debido a la alta segregación que presenta esta población, al igual que desviaciones estándar elevadas (Tabla 1). Así por ejemplo para PR se obtuvieron valores que variaron entre 10 y 800, mientras que para NB los rangos estuvieron entre 10 y 83 en La Vega y 18 a 275 en Arauca (Tabla 1). El rasgo morfológico con menor variabilidad fue NR mostrando que el ambiente puede tener bajo efecto sobre este rasgo (Tabla 1).
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Cuando se compara el comportamiento de los rasgos morfológicos en los dos ambientes (La Vega y Arauca) se observa que es bastante diferente, lo cual es previsible considerando que el componente ambiental juega un papel muy importante en este tipo de rasgos cuantitativos. Por ejemplo, en La Vega las plantas tienden a tener una longitud de entrenudo mayor con un menor número de brotes por planta, mientras que en Arauca las plantas tienen un mayor número de brotes con una longitud de entrenudo menor.


Se observa también una alta diferencia en los valores obtenidos para rasgos que tienen que ver con el rendimiento (NR y PR) siendo en Arauca donde se obtuvieron los mayores valores (Tabla 1). Cabe destacar que si bien La Vega y Arauca son dos regiones donde el cultivo de yuca se adapta satisfactoriamente, las condiciones ambientales son bastante diferentes (ver materiales y métodos).


Los valores de distribución de frecuencia de características como AT, LE, NB, NR, PP, AH y TH muestran una tendencia central aunque no necesariamente sean normales, mientras que PR no presenta una tendencia definida. Se pudo determinar que para la mayoría de los caracteres evaluados, los dos parentales en Arauca muestran fenotipos claramente diferenciables. Sin embargo, en La Vega desafortunadamente no se pudo contar con semilla para el parental materno, por lo cual no se pudo establecer esta diferenciación (Fig. 1). Sin embargo, la ausencia de información para este parental no representa una dificultad en la posterior identificación de QTLs ya que el software empleado (R) hace una estimación sobre los individuos de la familia segregante a partir de los marcadores identificados en el ensamblaje del mapa de ligamiento.
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Identificación de QTLs


Con el objetivo de determinar qué regiones genómicas pueden estar regulando de manera parcial los diferentes rasgos morfológicos evaluados, se procedió a realizar un análisis de QTLs. Para ello se aprovechó la disponibilidad de un mapa genético que cuenta con 2141 marcadores de tipo SNPs obtenidos mediante la aproximación GBS (Soto et al., 2015). Para determinar una asociación entre los marcadores y los rasgos fenotípicos evaluados se empleó como umbral un valor de probabilidad mínimo de 0,05. Se consideraron QTLs significativos aquellos que tuvieran valores de LOD por encima del establecido por las permutaciones.


Un total de seis QTLs fueron identificados (qLV_1, qLV_2, qLV_3, qAr_1, qAr_2 y qAr_3) los cuales se encuentran distribuidos en cuatro grupos de ligamiento (LG3, LG5, LG13 y LG15). El porcentaje de la variación explicada por el factor genético (R2) para los diferentes rasgos varió entre 18,93 % y 41,92 % donde el mayor y menor valor de R2 corresponde a los rasgos NB en la segunda evaluación en La Vega y a AT en la segunda evaluación en Arauca, respectivamente. En general los intervalos en que se encuentran ubicados los QTLs varían entre 0,48 cM y 7,91 cM. Para el caso de los datos obtenidos de individuos crecidos en La Vega se identificaron tres QTLs (qLV_1, qLV_2 y qLV_3) distribuidos en dos grupos de ligamiento (LG5 y LG15) (Tabla 2a). A partir de los datos obtenidos en la localidad de Arauca se identificaron igualmente tres QTLs (qAr_1, qAr_2 y qAr_3) distribuidos en dos grupos de ligamiento diferentes (LG 3 y LG13) (Tabla 2b).
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De las características que fueron evaluadas a lo largo del tiempo (AT, LE y NB), fueron identificados dos QTLs (qLV_1 y qLV_2) para La Vega (Tabla 2a) y tres QTLs (qAr_1, qAr_2 y qAr_3) para los datos obtenidos en Arauca (Tabla 2b). En cuanto a la relación de QTLs asociados al mismo rasgo en diferentes ambientes, no se encontró coincidencia entre los QTLs identificados en La Vega y en Arauca. Sin embargo, se observaron dos QTLs (qLV_2 y qLV_3) que se encuentran adyacentes y tienen un marcador en común (MB_32931) los cuales están involucrados en la variación fenotípica de los rasgos NB y AH. Igualmente dos QTLs (qAr_1 y qAr_2) localizados en el grupo de ligamiento 13 están explicando las características de AT y NB (Tabla 2).


Altura de la planta (AT)


Para la característica AT en La Vega se asoció un solo QTL (qLV_1) que explica la variación del fenotipo en el inicio del desarrollo (semana cuatro) en un 26,01 %. Este QTL tiene un intervalo que cubre una región de 0.91 cM. En Arauca igualmente se asoció un QTL (qAr_1) para la segunda semana de evaluación en el grupo de ligamiento 13 el cual cubre una región correspondiente a 4,76 cM. Este QTL explica el 18,93 % de la variación de esta característica.


Longitud entrenudos (LE)


Para LE en La Vega no se detectó ningún QTL. En Arauca se identificó un QTL (qAr_2) que se localizó en el grupo de ligamiento 13 en un intervalo de 7,91 cM. Sobresale este QTL ya que tiene uno de los valores de varianza explicada más alta (33,1 %). Sin embargo no se observó relación alguna entre QTLs que estuvieran presentes entre ambientes ni entre semanas de evaluación.


Número de brotes (NB)


El análisis de QTLs a partir de los datos de NB permitió identificar dos QTLs. El primero (qLA_2) fue detectado a partir de los datos obtenidos en La Vega en la semana 14, el cual se encuentra ubicado en el grupo de ligamiento 5 y cuyo valor de R2 fue el más alto encontrado en este estudio (41,92 %) y el cual abarca una longitud de 1,6 cM. En Arauca en la semana 12 se identificó un QTL (qAr_3) que explica el 20,13 % de la variación, se ubica en el grupo de ligamiento 3 en una región de 3,21 cM de longitud.


Peso de raíces (PR) y número de raíces (NR)


No se logró asociar ningún QTL con los datos obtenidos para estos caracteres en ninguna localidad.


Tamano de la hoja (AH)


AH solo se evaluó en La Vega y se asoció con un QTL (qLV_3) que explica aproximadamente el 39,52 % de la variación fenotípica de este rasgo. Este QTL se ubica en el grupo de ligamiento 5 y es el que presenta el intervalo más pequeno (0,48 cM) de los QTLs identificados en este estudio. Es interesante resaltar que las regiones comprendidas por los marcadores flanqueantes de los QTLs para los caracteres NB y AH en La Vega (qLV_2 y qLV_3) son adyacentes en el LG5 y son los que tienen valores de varianza explicada más altas (41,92 y 39,52 % respectivamente) con una longitud total de 2,1cM para los dos QTLs (Fig. 2).
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Pigmentación del peciolo (PP) y tipo de hoja (TH)


PP y TH fueron evaluados únicamente en La Vega y no se relacionó con ningún QTL.


DISCUSIÓN


La arquitectura de la planta ha sido identificada como un factor importante que subyace a las bases fisiológicas y abren una oportunidad para incrementar el rendimiento de los cultivos. Reportes de rasgos morfológicos han relacionado la arquitectura con el rendimiento de la planta (CIAT, 1975; Lian and Cock, 1979a; Lian and Cock, 1979b; Cock, 1985; Cock and El-Sharkawy, 1988; Iglesias et al., 1994; Hunt et al., 1997; Lenis et al., 2006), la cual es definida por la naturaleza y la disposición relativa de cada una de sus partes. La arquitectura vegetal es el resultado de la expresión equilibrada entre procesos de crecimiento endógenos y las restricciones exógenas ejercidas por el medio ambiente (Barthélémy y Caraglio, 2007).


Se ha encontrado relación entre rasgos morfológicos o de arquitectura vegetal con rasgos de rendimiento. Por ejemplo, el tamano de la planta en papa tiene una correlación positiva significativa con el rendimiento (Maity y Chatteriee, 1977), así como con el número de tubérculos por planta (Alcivar et al., 2007). Igualmente en soya se han relacionado QTLs involucrados en rendimiento de semilla con la altura de la planta (Alcivar et al., 2007). Por otra parte, Perez et al. (2010) mencionan la relación entre el tamano y forma de la hoja en especies de interés agronómico con la capacidad fotosintética repercutiendo no solo en el rendimiento sino también en la respuesta a estrés, resistencia a patógenos y calidad.


Estudios realizados en otros cultivos han identificado y correlacionado igualmente importantes QTLs (y en consecuencia factores genéticos) con rendimiento. En arroz (Oryzae sativa L.) por ejemplo, se han asociado QTLs con el rendimiento, los cuales también estarían explicando la variación de varios rasgos fenotípicos (Saikumar et al., 2014). También en arroz se identificaron QTL mayores asociados con rendimiento del grano que varían su efecto (18,7 % a 31,2 %) de acuerdo a las condiciones ambientales (estrés hídrico). Algunos de ellos co-localizan con otros rasgos como altura de la planta y tamano de panícula (Saikumar et al., 2014). En yuca, se ha encontrado relación entre rasgos morfológicos y rasgos de productividad (Okogbenin y Fregene, 2003).


De esta manera identificar regiones genómicas y posteriormente los genes subyacentes implicados en la arquitectura vegetal permitirían establecer estrategias de mejoramiento genético para lograr un mayor rendimiento en las plantas.


Desde esta perspectiva, este estudio presenta una primera aproximación en la identificación de regiones genómicas asociadas a la arquitectura vegetal en yuca. A partir de la fenotipificación de ocho caracteres morfológicos en la población F1 del cruce entre las variedades elite TMS 30572 (parental femenino) y CM 2177-2 (parental masculino) en dos ambientes diferentes se lograron identificar seis posibles QTLs asociados a los rasgos evaluados. Para ello se tomó como punto de partida el nuevo mapa de ligamiento producido por Soto et al. (2015).


Un mapa de ligamiento necesita < 10-20 cM de separación entre marcadores en cada uno de los grupos para la identificación y localización de QTLs (Sun et al.,2009). El mapa de ligamiento utilizado en este estudio presenta una distancia promedio entre marcadores de 2,5 cM, lo cual es adecuado para localizar QTLs y coincide en cuanto a número de grupos de ligamiento con el número de cromosomas (18) reportados para yuca (Soto et al., 2015).

Paterson et al. (1991) indica que solo QTLs con efectos suficientemente altos pueden ser identificados en un cruce particular, mientras que aquellos con efectos menores pueden pasar desapercibidos. Este mismo estudio indica también que algunos QTLs pueden aparecer con efectos pequenos ya que dependen de la interacción con otros loci. Estos bajos valores pueden también indicar que los rasgos asociados a estos QTLs pueden no segregarse en la población experimental, lo que dificulta su detección (Shrimpton, 1988; Paterson et al., 1991). Teniendo esto en cuenta, los seis QTLs identificados en este estudio muestran valores de R2 por encima de 18 % hasta 41,92 %. De estos, tres se identificaron en La Vega (qLV_1, qLV_2 y qLV_3) (Tabla 2a) para los rasgos AT, NB y AH con valores de LOD por encima de 3.0. Los tres restantes se identificaron en Arauca (qAr_1, qAr_2 y qAr_3) (Tabla 2b) para AT, LE y NB igualmente con valores de LOD por encima de 3,0. Estos QTLs pueden ser considerados como mayores o primarios. En general se lograron detectar solo QTLs con efectos importantes, mientras que los QTLs que pudiesen tener efectos menores o secundarios no se identificaron, seguramente debido a la astringencia en los parámetros asignados en el programa de análisis empleado. Sin embargo, esto no significa necesariamente que tengan menor importancia en la expresión del rasgo.


En La Vega se identificaron tres QTLs asociados a tres de los ocho rasgos evaluados y en Arauca se identificaron igualmente tres QTL asociados a tres rasgos de cinco evaluados en esta localidad. Para las características evaluadas a lo largo del tiempo (AT, LE y NB) en ningún caso se encontró un efecto constante de un mismo QTLs sobre un mismo rasgo a lo largo del tiempo. Es posible que el control en la expresión de estos rasgos se ejerza por diferentes QTLs y/o genes durante los diferentes estadios de desarrollo de la planta. Los QTLs qLV_2 y qLV_3 que afectan dos rasgos diferentes, NB y AH, fueron ubicados adyacentemente lo que sugiere que esta región cromosómica de aproximadamente 2,1cM (Fig. 2) puede poseer varios genes fuertemente ligados que afectan estos dos caracteres. Adicionalmente estos QTLs presentan los valores de R2 más altos (41,92 % y 39,52 %) así como los mejores valores de LOD (6,49 y 6,77 respectivamente) lo cual le da mayor robustez estadística al umbral elegido. Se puede afirmar por esto que el factor ambiental puede ejercer un efecto menor sobre el componente genético para estos dos caracteres tal como ha sido descrito anteriormente (Okogbening y Fregene, 2007). Los QTLs que son estables en un amplio espectro de entornos son los predilectos para el mejoramiento genético ya que en ellos el factor genético juega un papel mayor, y es éste el que es susceptible de ser modificado. En consecuencia, estas dos características son promisorias por tener alto potencial para ser tenidas en cuenta en programas de mejoramiento.


En yuca son varios los estudios que han reportado QTLs asociados con caracteres morfológicos. Boonchanawiwat et al. (2011) identificaron siete QTLs en cuatro grupos de ligamiento para altura de la planta y cinco QTLs en cinco grupos de ligamiento para la altura del primer brote en dos ambientes diferentes. Sin embargo otros estudios han reportado más de un centenar de QTLs, no solamente asociados con arquitectura sino también con productividad, contenido de carotenos y cantidad de proteína (Okogbenin y Fregene, 2003; Okogbenin y Fregene, 2006; Okogbenin y Fregene, 2007). En general estos reportes muestran que se han encontrado gran cantidad de QTLs, no solo primarios con valores de R2 altos sino una gran mayoría de QTLs con efectos menores. En el presente estudio se logró identificar únicamente seis QTLs partiendo de la base de un mapa significativamente mas denso en marcadores y con un paquete informático que ha venido siendo mejorado. A futuro será interesante poder unificar la información generada en este estudio con los previos para tener no solo un mapa integrado sino un repertorio completo de QTLs de arquitectura y productividad en yuca, que incluye QTLs mayores y menores así como QTLs comunes identificados en diferentes estudios.


Comparando los QTLs identificados para cada rasgo en cada uno de los ambientes se observó una discrepancia entre los QTLs encontrados entre las dos localidades en las cuales se realizó la fenotipificación. Por ejemplo, AT se asoció con un QTL en La Vega (qLV_1) y con uno diferente en Arauca, incluso a tiempos diferentes (qAr_1). Una situación similar se presentó para NB (Tabla 2a y 2b). Este resultado era esperado ya que esta característica está condicionada en gran medida por el medio ambiente (Suarez y Mederos, 2011). Dentro de los factores ambientales que pueden estar determinando la expresión de estos rasgos se encuentran por ejemplo el tipo y calidad del suelo, así como las condiciones climáticas que son diferentes en las dos localidades. Como se mencionó anteriormente La Vega y Arauca se encuentran a altitudes diferentes y poseen temperaturas promedios distintas. Se ha reportado que los genotipos o variedades que se desarrollan exitosamente en un medio, no se comportan necesariamente de igual forma en lugares con entornos diferentes (Suarez y Mederos, 2011). Estas condiciones edafoclimaticas contrastantes pueden explicar en gran parte los diferentes QTLs identificados en las dos regiones.

En otras especies de interés agronómico se han determinado características similares a PP y TH en donde el control genético es el responsable de la variación del rasgo y es independiente del medio ambiente. Tal es el caso por ejemplo de estudios en leguminosas (L. Japonicus) donde se pudieron identificar cuatro QTLs que coinciden en dos tiempos diferentes de evaluación para las características largo y ancho del lóbulo medio de la hoja (Choi et al., 2004). En tomate (Solanum lycopersicum L.) también se han identificado QTLs relacionados con el tamano y forma de la hoja donde se observa un bajo nivel de coincidencias entre QTLs que expliquen el mismo rasgo, indicando que el control genético para estos rasgos es predominantemente independiente (Frary et al., 2003; Frary et al., 2004). En este estudio no se obtuvo ninguna relación de los rasgos PP y TH evaluados en La Vega con ningún QTL que permitiera confirmar que estos rasgos son exclusivamente gobernados por el componente genético.

A futuro, contar con una población segregante conformada por más individuos recombinantes y disponer de un mayor número de marcadores moleculares permitiría mejorar la resolución del mapeo y en consecuencia se podría obtener una mejor identificación de los QTLs. En este trabajo si bien se identificaron varios QTLs, algunos de ellos se encuentran en intervalos bastante grandes (7,91 cM) lo que hace difícil la identificación de los genes candidatos implicados en el control de las características evaluadas. Al reducir este intervalo, incrementado la población y la frecuencia de recombinantes, así como aumentando el número de marcadores, se podría identificar más fácilmente los posibles genes responsables de los QTLs identificados.

La posibilidad de identificar QTLs en diferentes ambientes, como se presenta en este trabajo, permitiría identificar regiones genómicas que pueden ejercer un efecto, así éste sea pequeno, independiente de las condiciones ambientales. Por lo tanto, la combinación de varios QTLs que actúen en una amplia gama de entornos en un solo genotipo, permitiría alcanzar rendimientos aceptables incluso en condiciones ambientales muy diferentes (Paterson et al., 1991). Este estudio sugiere que QTLs relacionados con la arquitectura de la planta pueden ser empleados a través de programas de mejoramiento para incrementar la productividad de la yuca.

CONCLUSIONES

La generación de un mapa genético de yuca de alta densidad y la fenotipificación de diferentes caracteristicas relacionadas con la arquitectura vegetal evaluadas en dos regiones geograficas diferentes permitió la identificación de seis QTLs. Se detectaron tres QTLs en La Vega asociados con altura total, número de brotes y area de la hoja. En Arauca los QTLs identificados estuvieron asociados con altura total, longuitud de entrenudos y número de brotes. La posterior identificación de los genes presentes en estas regiones genómicas contribuirá a desarrollar programas de mejoramiento genéticos encaminados a modificar la arquitectura vegetal con miras a incrementar el rendimiento de la yuca.
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RESUMEN


En este estudio se determinaron las relaciones filogenéticas y los niveles de variación de aislamientos de PVX obtenidos en tejidos foliares de plantas de Solanum tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro y S. phureja var. Criolla Colombia en Antioquia, utilizando métodos de secuenciación de nueva generación (NGS) y de Sanger. Inicialmente, se detectó el PVX mediante DAS-ELISA (Agdia-PSA10000), confirmándose su presencia en ocho de las muestras por Inmunocaptura-RT-PCR en tiempo real (IC-RT-qPCR). Los resultados de las pruebas serológicas indicaron la infección de PVX en 14,7 % y 13,3 % de las muestras de Diacol-Capiro y Criolla Colombia, respectivamente. Su identidad fue confirmada por IC-RT-qPCR, con valores de ciclo umbral (Ct) de 15,04 a 27,59 y dos temperaturas de fusión (Tm) (Tm1 = 80,3 °C ± 0,5 y Tm2 = 83,3 °C ± 0,5), encontrándose así dos variantes de PVX en Antioquia. Utilizando NGS se detectó el PVX en bajos niveles de infección en las muestras de Criolla Colombia, siendo posible obtener contigs parciales para todos los ORFs del genoma viral. Con NGS no se detectó el virus en las muestras de Diacol-Capiro evaluadas. Los análisis filogenéticos realizados con base en secuencias de cápside y replicasa viral separaron los aislamientos de PVX de Antioquia en dos grupos, relacionados con el clado Eurasiático (I) de este virus. Los altos niveles de infección de PVX detectados en los cultivos de papa de Antioquia y la ocurrencia de al menos dos variantes, enfatizan en la necesidad de fortalecer los programas de certificación de tubérculos-semilla de papa, como principal herramienta para el control de este virus.


Palabras clave: DAS-ELISA, NGS, Potexvirus, RT-qPCR, Solanum spp, variantes.





ABSTRACT


In this study, the phylogenetic relationships and molecular variability of PVX isolates from leaf samples of Solanum tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro and S. phureja var. Criolla Colombia in Antioquia were analyzed. Sequences were obtained using Next Generation Sequencing (NGS) of bulk samples and Sanger sequencing. DAS-ELISA (Agdia-PSA10000) revealed infection levels of 14.7 % and 13.3 % leaf samples of Diacol-Capiro and Criolla Colombia, respectively. The presence of PVX was further confirmed by IC-RT-qPCR in eight samples, which resulted in Ct values in the 15.04–27.59 range and two melting temperatures (Tm1 = 80.3 °C ± 0.5 and Tm2 = 83.3 °C ± 0.5). These results suggest the presence of at least two PVX variants in Antioquia. Using NGS, PVX was detected at low levels in leaf samples of Criolla Colombia, which resulted in contigs for most ORFs of the viral genome; NGS did not detect PVX in Diacol-Capiro samples. Phylogenetic analysis using capsid and replicase sequences separated PVX isolates into two groups within the Eurasian class (I). The high levels of PVX infection detected in potato crops in Antioquia and the presence of at least two variants highlight the need to strenghten current tuber seed certification programs aimed at controlling the spread of this virus.


Keywords: DAS-ELISA, NGS, Potexvirus, RT-qPCR, Solanum spp, variants.





INTRODUCCIÓN


El Potato virus X (PVX), la especie tipo del género Potexvirus (Familia Alphaflexiviridae), es uno de los virus prevalentes en los cultivos de papa (Solanum tuberosum L. y Solanum phureja Juz. & Bukasov) de todo el mundo (Kerlan, 2008). Aunque causa síntomas moderados en las plantas (mosaicos suaves, amarillamiento intervenal) que generalmente no superan el 15-20 % en la reducción de los rendimientos (Cox y Jones, 2010), presenta sinergismo con potyvirus como el Potato virus Y (PVY), Potato virus A (PVA) y con carlavirus como el Potato virus S (PVS), cuyas infecciones mixtas pueden ocasionar enfermedades severas caracterizadas por mosaicos rugosos, enanismos y reducciones en la producción de tubérculos de hasta 30-50 % (Wang et al., 1999; Huang et al., 2009; Nie y Singh, 2013).

Las partículas virales del PVX consisten en varillas flexuosas con longitud de 470–580 nm y diámetros promedio de 13 nm, que presentan en su interior un genoma de RNA de cadena sencilla positiva (ssRNA+) de 6435 nt, con caperuza m7G en su extremo 5' y cola de poli-A en el 3' (Sonenberg et al., 1978; Morozov et al., 1987; King et al., 2011). El genoma se divide en cinco marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican para una replicasa viral de 165,7 kDa (ORF1) con sus dominios funcionales de metil-transferasa, unión a nucleótidos, helicasa y RdRp (RNA dependent RNA polymerase); tres proteínas de movimiento viral célula a célula, TGBp1, TGBp2 y TGBp3 (ORFs 2 a 4), y para la cápside viral (CP) de 25 kDa (ORF5); que también actúa como elicitor de la respuesta hipersensible en plantas con genes específicos de resistencia a PVX (Verchot-Lubicz et al., 2007; Kutnjak et al., 2014). El producto del ORF1 contiene dominios que presentan homologías con las proteínas 126K y 183K del Tobacco mosaic virus (TMV); mientras que los productos de los ORFs 2 y 3 son similares a las proteínas 58K y 14K del Barley stripe mosaic virus (BSMV) y 42K y 13K del Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) (Huisman et al., 1988). El ORF1 es traducido directamente por los ribosomas citoplasmáticos a partir del RNA genómico, mientras que los ORFs 2 a 5 lo hacen a través de la síntesis de RNAs subgenómicos (sgRNAs) con extremos 3' co-terminales (King et al., 2011).

Existen numerosas variantes biológicas de PVX divididas en cuatro grupos según la respuesta de resistencia de las plantas en la interacción gen por gen con el virus; de esta forma, las cepas del grupo 1 inducen respuestas de hipersensibilidad (HR) en plantas con los genes Nb o Nx; las del grupo 2 inducen HR en presencia de Nb; las del grupo 3 inducen HR en plantas con Nx y las del grupo 4 no reaccionan con Nb ni con Nx (Malcuit et al., 2000). Adicionalmente, con base en secuencias que codifican para CP, los análisis filogenéticos han encontrado dos clados principales en esta especie viral, llamados I (Eurasia) y II (América); dichas denominaciones se refieren a la predominancia de cepas de estos orígenes geográficos, pero no excluyen la ocurrencia de aislamientos de otras regiones, tal como ocurre con el subclado II-1 que siendo de orígen ¨Americano¨, presenta aislamientos de Inglaterra (Cox y Jones, 2010; Mandal et al., 2012). Las subdivisiones de los clados principales (Ej. II-1 y II-2) han sido validadas en los últimos años con base en análisis filogenéticos de todo el genoma de cepas obtenidas en diferentes países y hospedantes (Yu et al., 2008; Esfandiari et al., 2009; Mandal et al., 2012). Recientemente, dos nuevos sublinajes fueron reportados a partir del análisis de genomas de PVX por secuenciación de nueva generación (NGS) en plantas de papa de Perú (II-3) (Kutnjak et al., 2014) y de uchuva (Physalis peruviana) en Colombia (I-2) (Gutiérrez et al., 2015).

Las metodologías de secuenciación masiva, en paralelo o de NGS, han estado disponibles comercialmente desde 2005, modificando completamente los esquemas de detección de patógenos y en particular de virus en la fitopatología y en la medicina veterinaria y humana (Kreuze et al., 2009; Liu et al., 2012; Roossinck et al., 2015). Los sistemas NGS más utilizados en la actualidad incluyen las plataformas 454 GS FLX+ (Roche), SOLiD (ABI), MiSeq y HiSeq2000/2500 (Illumina). Estas últimas generan secuencias pareadas (mate-paired-end) que facilitan los análisis bioinformáticos de ensamblaje de novo, con reads de 100 a 300 pb y hasta 1 Tb de información por corrido (Adams et al., 2010; Wu et al., 2015).

Utilizando estos sistemas NGS, en el último lustro se han descubierto al menos 49 virus de plantas con genomas tanto de RNA como de DNA; 36 de los cuales fueron clasificados en 16 familias virales y nueve se constituyeron en las especies tipo de igual número de nuevos géneros. Además, se han encontrado al menos cuatro nuevos virus que no presentan niveles de identidad suficientes para asociarlos con alguno de los taxa hasta ahora definidos por el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) (Wu et al., 2015).

En Colombia, el uso de metodologías NGS también ha permitido detectar y caracterizar molecularmente diferentes especies de virus, especialmente de plantas solanáceas (Gutiérrez et al., 2013; Kreuze et al., 2013; Gutiérrez et al., 2014a; Gutiérrez et al., 2014b; Villamil-Garzón et al., 2014; Gutiérrez et al., 2015). Vale la pena resaltar que en estos trabajos se han encontrado variantes virales con genomas divergentes de los comúnmente informados en otras latitudes. Así por ejemplo, para el caso de PVX, Gutiérrez et al. (2015) utilizando el sistema HiSeq2000 a partir de RNA total de plantas de uchuva con síntomas de amarillamientos, secuenciaron completamente los 6435 nt del genoma viral; mientras que el análisis filogenético de esta cepa la ubicó en un subclado independiente pero asociado al clado I (Eurasia) de este virus.

La presencia generalizada de PVX en los cultivos de Colombia ha sido descrita desde 1980, cuando Guerrero et al. (1980), registraron la ocurrencia de infecciones mixtas de este virus con PVY, PVS y PLRV que podrían ocasionar reducciones en el rendimiento de hasta un 61 % en diferentes variedades nacionales de papa. Posteriormente, Guzmán et al. (2010) en una evaluación con pruebas de DAS-ELISA de un grupo de 581 accesiones de papa de la Colección Central Colombiana, encontraron este virus en el 13,9 % de las muestras y Gil et al. (2012) en un estudio que incluyó 320 muestras foliares de papa de cuatro departamentos de Colombia (Antioquia, Boyacá, Cundinamarca y Nariño) determinaron mediante DAS-ELISA, niveles de incidencia de PVX del 8 %. En este mismo estudio, pero utilizando RT-PCR convencional y secuenciación de una región de 562 pb de CP, se informó de la ocurrencia de dos variantes principales de PVX en Colombia, las que estuvieron relacionadas con los linajes I y II de este virus y presentaron muy altos niveles de variación genética entre ellas (hasta del 23 %). Más recientemente, utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) se detectó la infección primaria de PVX en el 93,75 % de 32 muestras de tubérculos de papa de las variedades Diacol-Capiro y Criolla Colombia obtenidas en Antioquia (García-Ruíz et al., 2015).

En el presente trabajo se evaluaron mediante pruebas de DAS-ELISA los títulos virales de PVX en 68 muestras de tejido foliar de plantas de S. tuberosum subsp. andigena var. Diacol-Capiro y en 45 de S. phureja var. Criolla Colombia obtenidas en diferentes municipios de Antioquia (Colombia); siendo confirmada su presencia con Inmunocaptura-RT-PCR en tiempo real (IC-RT-qPCR). Adicionalmente, se obtuvieron secuencias parciales de la cápside y replicasa viral a partir de secuenciación NGS HiSeq2000 y Sanger, para evaluar sus relaciones filogenéticas con otros aislamientos de este virus reportados en diferentes países del mundo.

MATERIALES Y MÉTODOS


Muestras vegetales


Se realizaron colectas de tejidos foliares de S. tuberosum de papa var. Diacol-Capiro en los municipios de La Unión (05°58'28" N, 75°21'43" W, altitud 2400 m s.n.m.), Santa Rosa de Osos (06°38'51" N, 75°27'37" W, altitud 2550  m s.n.m.) y Yarumal (6°57'0" N, 75°25'1" W, altitud 2100 m s.n.m.); y de S. phureja var. Criolla Colombia en La Unión, Entrerríos (6°33'0" N, 75°31'1" W, altura 2380 m s.n.m.) y Marinilla (06°10'36" N, 75°20'21" W, altitud 2120 m s.n.m.). En cada municipio, se obtuvieron por lo menos ocho muestras de folíolos de papa tomadas de manera aleatoria en los lotes de cultivo que se encontraban en estado de floración; por esta razón el número de muestras disponibles para los análisis varió entre localidades, siendo en total obtenidas 68 muestras para la variedad Diacol-Capiro y 45 para Criolla Colombia.

Pruebas de DAS-ELISA

En cada una de las 113 muestras fue evaluada la presencia de PVX mediante pruebas de DAS-ELISA (Double-Antibody Sandwich) (Agdia-PSA10000, EEUU). Los resultados colorimétricos (densidades ópticas-DO) fueron cuantificados a 405 nm en un equipo Multiscan (Labsystem, Finlandia). Cada prueba realizada, incluyo dos controles positivos, uno comercial consistente de una muestra vegetal liofilizada infectada con PVX (Agdia) y el otro de procedencia local (La Unión, Antioquia), obtenido en tejidos foliares de S. phureja infectados con PVX. En todas las pruebas también se incluyó un control negativo correspondiente a una muestra liofilizada de tejido de papa libre de virus (Agdia). Los resultados de las pruebas de ELISA fueron analizados estadísticamente utilizando la definición del punto de corte (Cut-off) descrito por la compañía serológica Bioreba (Suiza) (http://www.bioreba.com), que utiliza como base de análisis un histograma de distribución de frecuencias de los valores de absorbancia para calcular la fórmula: Punto de corte = (promedio + 3 desviaciones estándar) x 1,1 (Fig.1).
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IC-RT-qPCR y secuenciación de amplicones

La naturaleza viral de ocho de las muestras que resultaron positivas en las pruebas de DAS-ELISA, incluyendo los controles positivos, fue confirmada mediante IC-RT-qPCR, a partir de la liberación Post-ELISA de las partículas virales, con el procedimiento descrito por Wetzel et al. (1992), en el que se utilizan 70 μl de buffer de liberación (Tris-HCl 10mM pH 8,0, 1 % Triton X 100) e incubación a 70 °C durante 10 min. Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en dos pasos con el sistema SYBR Green I. Para la retrotranscripción se utilizaron 20 µL de volumen, conteniendo 200 U de la enzima Maxima Reversa Transcriptasa (Thermo, EEUU), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 pmol del primer reverso (para el gen CP) PVXR (5'-GGC AGC ATT CAT TTC AGC TTC- 3') (Nie y Singh, 2001), 20 U de inhibidor de RNasa (RiboLock, Thermo) y 12 µL del producto de la liberación Post-ELISA. Las reacciones se incubaron en un termociclador T3 (Biometra, Alemania) a 65 °C por 5 min, seguido de 50 °C por 30 min y 85 °C por 5 min para inactivar la enzima. Las reacciones de qPCR se realizaron en 25 μL conteniendo 12,5 μL del kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo), 10 μL de agua estéril tratada con DEPC, 50–100 ng de DNA copia (cDNA) y 0,3 μM de los primers PVX_101-2_FP (5'-AAG CCT GAG CAC AAA TTC GC-3') y PVX_101-2 RP (5'-GCT TCA GAC GGT GGC CG-3'), que generan un amplicon de 100 pb (posiciones 6110 y 6210) de la región que codifica para CP (Agindotan et al., 2007). La amplificación se desarrolló en un equipo Rotor-Gene Q-5plex Platform (Qiagen, Alemania) y consistió de 95 °C por 10 min para activar la Taq-polimerasa (Hot-start), seguido por 35 ciclos de 95 °C por 10 s y 50 °C por 45 s. La adquisición de fluorescencia se realizó después de cada ciclo de amplificación y los valores de Ciclo umbral (threshold Cycle–Ct) para cada muestra fueron definidos utilizando los valores por defecto del programa Rotor-Gene Q ver. 1.7., siendo consideradas como positivas aquellas muestras que superaron el valor basal de fluorescencia antes del ciclo 35 (Schena et al., 2004). Posteriormente, los amplicones fueron sometidos a un análisis de desnaturalización utilizando la herramienta HRM (High Resolution Melting) entre 50 y 99 °C y comparados los valores de temperatura de fusión (melting Temperature–Tm) con respecto a los alcanzados en los controles positivos. Todas las reacciones incluyeron además un control negativo libre de cDNA viral.


Finalmente, cinco de los amplicones correspondientes a tres muestras de tejido foliar (dos de S. phureja y uno de S. tuberosum) y a los dos controles positivos, fueron secuenciados por el método de Sanger en un equipo ABI 3730xl de la compañía Macrogen (Corea del Sur), previa purificación con el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Las secuencias fueron editadas con el software Mega 6.0 (Tamura et al., 2013) y comparadas con GenBank mediante BLASTN ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).


Secuenciación Sanger de CP


Dada la carencia de secuencias de CP disponibles en GenBank para aislamientos de PVX procedentes del norte Antioqueño, en cinco de las muestras de esta región que resultaron positivas en las pruebas de DAS-ELISA y de IC-RT-qPCR, además del control positivo local de S. phureja, se extrajo el RNA total utilizando el kit GeneJET Plant RNA Purification (Thermo), a partir de 100 mg del tejido macerado, eluído en 50 μL de agua tratada con DEPC y determinada su concentración y pureza por lecturas de absorbancia a 260 nm y 280 nm en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo), para su utilización en pruebas de RT-PCR convencional. Las condiciones de retrotranscripción fueron similares a las descritas anteriormente, y para el PCR se emplearon 25 µL de volumen que incluían 17,8 µL de agua, 1X buffer de enzima (10X), 1,8 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 1 U de Taq DNA polimerasa (Thermo), 1 µL de cDNA y 0,2 µM de los primers PVXF (5'-TAG CAC AAC ACA GGC CAC AG-3') y PVXR (5'-GGC AGC ATT CAT TTC AGC TTC-3') que se unen a las posiciones del genoma de PVX 5664-5683 y 6225-6205, respectivamente, y amplifican un producto de 562 pb de la región CP (Nie y Singh, 2001). El programa de amplificación se inició a 95 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 53 °C por 45 s, 72 °C por 1 min y una extensión final a 72 °C por 5 min. El tamaño de los amplicones fue evaluado por electroforesis en gel de agarosa al 1,8 %, suplementado con GelRed 1X (Biotium, EEUU), utilizando para el análisis un equipo Bio Doc Analyze (Biometra, Alemania) y se procedió a su purificación del gel mediante el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo). Las muestras fueron secuenciadas en ambos sentidos en un equipo ABI Prism 3730xl de la compañía Macrogen.

Secuenciación NGS


Con el fin de aumentar la información de secuencias de PVX infectando papa en Colombia, en esta investigación se realizaron cuatro secuenciaciones masivas a partir de dos grupos de muestras (bulks) de tejido foliar para cada variedad (Diacol-Capiro y Criolla Colombia), procedentes del municipio de La Unión (Antioquia); estos bulks fueron identificados como NGS1, NGS2 para las muestras foliares de S. phureja y NGS3, NGS4 para aquellas de S. tuberosum. El RNA se extrajó utilizando el kit GeneJET Plant RNA Purification (Thermo) y posteriormente, las muestras fueron tratadas con el kit TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant kit (Illumina, EEUU) con el fin de evitar el RNA ribosomal en el proceso de secuenciación y fue evaluada su integridad utilizando el programa RIN (RNA Integrity Number) (Imbeaud et al., 2006) a partir de lecturas en un equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, EEUU). Las librerías de cDNA se construyeron con el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina) y la secuenciación masiva fue realizada en un equipo HiSeq2000 (Illumina, EEUU) de la compañía Macrogen. Una vez obtenidas las secuencias, se removieron las bases con baja calidad (Phred < 30) utilizando el programa SeqTK ( https://github.com/lh3/seqtk) y los reads correpondientes a secuencias de PVX fueron identificados por mapeo contra genomas de referencia (Accesiones AF111193 y KM659859) utilizando el programa Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012) y confirmación por BLASTX (Gish y States, 1993).


Análisis filogenéticos


Las secuencias obtenidas por NGS y Sanger para las regiones codificantes de la cápside y replicasa viral, fueron utilizadas como base para realizar análisis filogenéticos a partir de su alineamiento con el software Clustal W (Larkin et al., 2007) con respecto a secuencias de cepas de PVX de referencia internacional. Los análisis se realizaron con el algoritmo de Máxima verosimilitud y el modelo Jukes-Cantor utilizando el programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013). El soporte de la topología interna de las ramas del árbol fue determinado por análisis de bootstrap con 1000 remuestreos (Felsenstein, 1985).


RESULTADOS



Pruebas de DAS-ELISA


El PVX fue detectado mediante pruebas de DAS-ELISA en el 14,7 % y 13,3 % de las muestras de las variedades Diacol-Capiro y Criolla-Colombia, respectivamente; con excepción de en las muestras foliares obtenidas de Santa Rosa de Osos, el virus fue encontrado en al menos una de las muestras procedentes de los demás municipios evaluados (Fig. 1). La validez de las pruebas de DAS-ELISA fue confirmada por los altos valores de absorbancia obtenidos para los controles positivos (3,2 para el control comercial y 2,8 para el local de S. phureja) y los bajos niveles alcanzados para los controles negativos (promedio = 0,14; SD = 0,021); definiéndose en el histograma de frecuencias de absorbancia a 405 nm, un nivel de 0,196, como el valor de corte del ensayo.


IC-RT-qPCR y secuenciación de amplicones


Las pruebas de IC-RT-qPCR utilizando como molde los productos de Post-ELISA resultaron positivas para las ocho muestras evaluadas, con valores de Ct de 15,04 a 27,59, (promedio 21,98) y para los controles positivos de 20,4 (Agdia) y 15,04 (S. phureja) (Fig. 2). El análisis de las curvas de desnaturalización, permitió identificar dos variantes de este virus entre las muestras foliares, con valores de Tm de 80,3 ± 0,5 °C y 83,7 ± 0,5 °C (Tabla 1).
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La naturaleza viral de los amplicones generados en las reacciones de IC-RT-qPCR fue confirmada por secuenciación de Sanger, encontrándose niveles de identidad del 96–100 % con respecto a secuencias de aislamientos del clado I de Eurasia de PVX (ej. KJ534604, JX905355 y HQ433257). Por su parte, los controles positivos (de Agdia y local de S. phureja) presentaron 100 % de identidad con las accesiones de PVX: KF568903, KC875236 y KM659859.


Secuenciación Sanger de CP y NGS


Utilizando RT-PCR convencional con los primers PVXF y PVXR, se obtuvieron los fragmentos del tamaño esperado de 562 pb para tres de las cinco muestras evaluadas, dos de ellas (17Sp y 21Sp) procedentes del municipio de Entrerríos y la tercera correspondiente al control positivo de S. phureja. La naturaleza viral de dichos amplicones fue confirmada por comparación con las bases de datos moleculares, presentando niveles de identidad superiores al 98 % con respecto a diferentes accesiones de CP para PVX (X65015, HG518657, HQ396172, KF568901).


Los resultados de la secuenciación NGS generaron librerías pareadas de 23.986.627 reads (NGS1- S. phureja), 4.550.998 reads (NGS2- S. phureja), 20.356.009 reads (NGS3-S. tuberosoum) y 4.878.771 reads (NGS4-S. tuberosum). Los análisis de BLASTX y BLASTN realizados con estos grupos de datos, identificaron la presencia de PVX en las dos muestras foliares de S. phureja, pero no se detectó en Diacol-Capiro. Por esta razón, los mapeos fueron sólo realizados para las secuencias de S. phureja y resultaron en el ensamblaje para los ORFs 1 a 5 de 73, 16, 0, 7 y 16 contigs para NGS1 y 100, 6, 6, 9 y 8 contigs para NGS2, respectivamente (Fig. 3).
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Análisis filogenéticos


El árbol filogenético generado utilizando 445 posiciones del ORF5 (CP) del genoma de PVX presentó dos clados principales correpondientes a los linajes Eurasia y América, previamente definidos para este virus por Cox y Jones (2010). El clado I presentó un soporte de bootstrap del 100 % y se dividió en dos subgrupos (I-1 y I-2), siendo el I-1 el que presentó mayor número de aislamientos de PVX procedentes de diferentes orígenes geográficos, e incluyendo las tres secuencias obtenidas por Sanger en el presente estudio (17Sp, 21Sp y C+); mientras que el subclado I-2 agrupó las dos secuencias de CP ensambladas por NGS a partir del transcriptoma de S. phureja de muestras del municipio de La Unión, con el aislamiento PVX-Physalis, también procedente de este municipio antioqueño, pero de plantas de uchuva (Gutiérrez et al., 2015). Los clados principales se presentaron claramente diferenciados de la secuencia del grupo externo de análisis, el potexvirus Cymbidium mosaic virus (CymMV)

Por otra parte, el clado II presentó tres subclados (II-1, II-2, II-3), representados por un aislamiento (DY) de PVX de Escocia (II-1); por el aislamiento HB de Bolivia y uno de S. tuberosum de Estonia (II-2) y por dos aislamientos colombianos de PVX reportados por Gil et al. (2011) a partir de muestras de S. tuberosum del departamento de Nariño (II-3); ninguno de los aislamientos secuenciados en este trabajo hizo parte de este clado (Fig. 4A). Los niveles de identidad genética encontrados entre las cepas del subclado I-1 superaron el 98 % y fueron del 95 % con respecto al subclado I-2; pero descendieron hasta el 77 % con respecto a las cepas del linaje Americano (II). Los niveles de identidad para esta región de CP entre las cepas de PVX con respecto al grupo externo de análisis CymMV, fueron cercanos al 43 % (Tabla 2).


[bookmark: f4]


[bookmark: t2]


El árbol filogenético realizado para 4417 posiciones del ORF1 que codifica para la replicasa viral, presentó una topología similar a la descrita para el análisis de CP, aunque por ausencia de secuencias en GenBank para esta región, no se generó el subclado II-1. Las dos secuencias de S. phureja obtenidas mediante NGS nuevamente agruparon en el subclado I-2 con el aislamiento de PVX obtenido en P. peruviana de Colombia, confirmándose así la afinidad filogenética entre cepas de PVX procedentes de diferentes hospedantes en los Andes Colombianos (Fig. 4B). Finalmente, los niveles de identidad encontrados para esta región entre los aislamientos del clado I fueron superiores al 95 % y cayeron hasta el 75 % entre éstos y los miembros del clado II. Los niveles de identidad entre las cepas de PVX con respecto al grupo externo de análisis CymMV para esta región del ORF1, fueron cercanos al 48 % (Tabla 2).


DISCUSIÓN


En esta investigación se detectó mediante pruebas de DAS-ELISA la infección de PVX en niveles de 14,7 % y 13,3 %, en muestras de tejido foliar de plantas de papa, obtenidas en Antioquia en las variedades Diacol-Capiro y Criolla Colombia, respectivamente. Dichos niveles de detección se encuentran dentro del rango registrado por Gil et al. (2012) en un estudio de incidencia de este virus también realizado con DAS-ELISA, pero que incluyó además de muestras de Antioquia, otras obtenidas en diferentes regiones cultivadoras de los departamentos de Boyacá, Cundinamarca y Nariño. En dicho trabajo, el PVX se encontró con una incidencia nacional del 8 %; y específicamente para las subregiones de Antioquia entre el 5 % (Norte) y 26 % (Oriente cercano). Evaluaciones similares realizadas en otros países, como Costa Rica (Vásquez et al., 2006), Pakistán (Abbas et al., 2012) y China (Wang et al., 2011) han detectado este virus en tejido foliar de papa en niveles del 77 %, 53,6 % y 12,4 %, respectivamente; siendo señalada como la principal razón para obtener estos altos valores de incidencia, las deficiencias en la sanidad del material de siembra, pues el PVX es transmitido por vía mecánica y por tubérculo-semilla, pero no por vectores artrópodos, lo que sí ocurre con la mayoría de los otros virus que afectan la papa (PVY, PVS, PLRV, PYVV) (Kerlan, 2008; Frost et al., 2013).


La efectividad del uso de la práctica de siembra de semilla certificada de papa por su sanidad viral, ha sido plenamente demostrada en países como Canadá y Estados Unidos, en los que operan estrictos sistemas estatales y privados de indexaje de semilla, acompañados por el empleo de técnicas de detección altamente sensibles como RT-PCR múltiple y RT-PCR en tiempo real (Agindotan et al., 2007; Halterman et al., 2012). Así por ejemplo, Frost et al. (2013) indican que la detección de PVX es marginal en los cultivos de papa del estado Wisconsin, uno de los mayores productores de este tubérculo en EEUU, siendo indicado que de 500.000 plantas evaluadas en el programa de certificación estatal de semilla entre los años 1990 a 2000, ninguna resultó positiva para la infección de PVX, así como tampoco se detectó el virus en evaluaciones realizadas en dicho estado, sobre 2100 plantas de 20 cultivos diferentes y nueve variedades de papa. La comparación de estos reportes con los encontrados en el presente estudio resultan alarmantes; pero es más preocupante aún para la agroindustria de producción de papa de Antioquia, los resultados de un estudio reciente, utilizando pruebas de RT-qPCR para la detección directa del PVX en tejidos de tubérculos de papa y en el que se detectó este virus en el 93,75 % de las muestras evaluadas (García-Ruíz et al., 2015); es decir niveles de infección del material de siembra similares a los informados en un trabajo realizado en Camerún, pero utilizando pruebas de DAS-ELISA (90 % de infección) (Njukeng et al., 2013). Por esto, la generación de tubérculos-semilla de S. phureja y S. tuberosum var. Diacol-Capiro libre de PVX resulta imperativo para la cadena de la papa en Colombia, siendo posible la utilización de las técnicas de detección evaluadas en el presente estudio para monitorear la infección viral a lo largo del proceso de certificación, que incluye materiales de siembra Super-élite, Élite, Básico, Registrado y finalmente Certificado.


La utilización de la metodología de NGS a partir de bulks de muestras foliares de papa indicó la presencia de PVX, aunque en bajos niveles de infección, sólo en los bulks de muestras de S. phureja, pero no en los de S. tuberosum, presentándose reads asociados a este virus en proporciones de 2,33 x10-6 (NGS1) y 1,42x10-5 (NGS2); aunque esta información fue suficiente para el ensamblaje de entre seis y 100 contigs distribuídos a lo largo del genoma del PVX. La ausencia de detección por NGS del PVX en las muestras de Diacol-Capiro, seguramente se debe al factor de dilución de aquellas muestras posiblemente infectadas por el virus, por lo que en trabajos futuros será necesario reducir el número de submuestras utilizadas para cada bulk bajo análisis, cuando se utilicen plataformas de NGS como las aquí empleadas. En un trabajo reciente realizado por Ho et al. (2014) en el que se generó una herramienta bioinformática de búsqueda de virus de plantas (VirFind) a partir de resultados NGS, se encontró que este tipo de análisis podía identificar apropiadamente hasta un read de origen viral en bases de datos de 25 a 30 millones de reads, lo que da cuenta de altísimos niveles de detección viral, que según los autores corresponden a una copia viral por transcriptoma vegetal bajo análisis.


En la actualidad el costo inicial de los equipos y de las plataformas experimentales que soportan los sistemas NGS, continua siendo uno de los principales limitantes para su utilización masiva en sistemas comerciales de detección de virus de plantas; así por ejemplo, un corrido de secuenciación utilizando el sistema HISeq2000 empleado en el presente estudio, tiene un costo aproximado de $1000 doláres por cada Gb de información generada (Liu et al., 2012). El otro factor clave que restringe el uso a gran escala de estas metodologías NGS en la agricultura, es la necesidad de aumentar las capacidades computacionales y de disponer de un mayor número de técnicos preparados en disciplinas bioinformáticas y de biología de sistemas.


De gran interés resultará en el futuro obtener las secuencias completas de los genomas de las dos variantes de PVX identificadas en este trabajo, para lo que se propone su inoculación en grupos de plantas indicadoras, que permitan aumentar el título viral y evitar la presencia de infecciones mixtas con otros virus que pudieran afectar los ensamblajes bioinformáticos de dichos genomas. Esta información será además relevante para evaluar regiones polimórficas que permitan el diseño de primers específicos para la detección selectiva de las variantes del virus aquí encontradas. En un trabajo previo adelantado por nuestro grupo (Gutiérrez et al., 2015), fue posible la secuenciación completa (6435 nt) de un aislamiento de PVX obtenido de plantas de P. peruviana en Colombia, identificándose los cinco ORFs (RdRp, TGB1, TGB2, TGB3 y CP) reportados en los estudios pioneros de este virus realizados por Morosov et al. (1987) y Huisman et al. (1988), además del extremo 5' y la metil-guanosina y la cola de poli-A ubicada en el extremo 3', reportadas por Sonenberg et al. (1978).


Los análisis filogenéticos realizados a partir de las secuencias de PVX obtenidas con las metodologías HiSeq2000 (para CP y replicasa) y de terminación por dideoxinucléotidos de Sanger (para CP), generaron dendrogramas con topologías similares, en los que se presentan dos clados principales (I y II) representando los linajes de Eurasia y América, previamente definidos por Cox y Jones (2010). Así mismo, coinciden en la definición de los subgrupos I-1, I-2; II-1, II2 y II3, con los registros recientes realizados por Kutnjak et al. (2014), en su estudio de secuenciación masiva de cinco aislamientos de PVX obtenidos en diferentes materiales de papa en Perú. Los aislamientos obtenidos en el presente estudio, se ubicaron en los dos subgrupos del Clado Eurásiatico: las dos secuencias generadas por NGS y procedentes del municipio de La Unión estuvieron asociadas al aislamiento PVX-Physalis en el subclado I-2 y las dos restates de Entrerríos, así como el control positivo de S. phureja, obtenidos por secuenciación Sanger de la región CP, lo hicieron en el subclado I-1, confirmándose nuevamente la ocurrencia de dos variantes de PVX en los cultivos de papa de Antioquia. Es importante anotar que la denominación de los clados de PVX como ¨ Eurasia¨ y ¨América¨ no indican que el origen de los aislamientos de este virus procedan de una u otra región, sino más bien representan los nombres de las regiones donde inicialmente fueron detectados en mayor número diferentes variantes de PVX. Por esto, al ser la región Andina el centro de origen de la papa, corresponde también a la zona de mayor diversidad de sus virus asociados, lo que es claramente visible en los dendrogramas generados en el presente estudio, en el que se incluyen en ambos clados, aislamientos de PVX de diferentes países suramericanos.

Teniendo en cuenta los costos y el nivel de experticia asociado a los diferentes métodos de detección de PVX evaluados en este estudio, sugerimos la utilización de las herramientas NGS para verificar el estado fitosanitario de las plantas obtenidas por cultivo de meristemos in vitro que se utilizan en el país para dar inicio a los programas de certificación de tubérculo-semilla de papa; mientras que los materiales de las categorías Super élite y Élite podrían ser evaluados por técnicas como IC-RT-qPCR. En este sentido, es relevante citar el trabajo realizado por Bai et al. (2007) en China, que detectó la infección con los virus PLRV, PVX, PVY y PVS en niveles del 3 %, 17 %, 18 %, 20,7 %, respectivamente, en evaluaciones realizadas a las plantas in vitro utilizadas para iniciar los procesos de certificación de tubérculos de papa en diferentes provincias del Suroccidente y Nororiente de este país asiático.


Ya que el PVX es un virus que se transmite por contacto y principalmente por tubérculos-semilla en los cultivos de papa, pero no por insectos vectores, es necesario fortalecer los programas de certificación del material de siembra que se utiliza en el país, con métodos altamente sensibles como las pruebas de RT-qPCR y de secuenciación de nueva generación.


CONCLUSIONES


En este trabajo se detectaron mediante pruebas de DAS-ELISA niveles de infección del PVX del 14,7 % y 13,3 % en muestras foliares de plantas de papa procedentes de diferentes municipios del departamento de Antioquia de las variedades Diacol-Capiro y Criolla Colombia, respectivamente; lo que representa altos niveles de incidencia de este virus en los cultivos de este departamento.


Utilizando secuenciación NGS y de Sanger, se identificaron dos variantes de PVX en los cultivos de papa de Antioquia, asociados a los subgrupos I-1 y I-2 del clado I de esta especie viral. Estas variantes pueden ser fácilmente identificadas con base en pruebas de RT-qPCR con los primers específicos PVX_101-2_FP y PVX_101-2 y análisis de las temperaturas de fusión (Tm).
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RESUMO

O uso contínuo e indiscriminado de produtos químicos na agricultura pode trazer sérios prejuízos à saúde humana e ao meio ambiente. Uma opção é o emprego de plantas com ação inseticida. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade inseticida do pó de folhas de Solanum melongena L. e Capsicum annuum L. contra Callosobruchus maculatus. O experimento foi conduzido no Laboratório de Entomologia da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Paraíba, Brasil. Os grãos de feijão-caupi foram tratados com os pós nas concentrações 0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 % [100*(massa do pó/massa de grãos)] e realizados testes de sobrevivência e repelência contra C. maculatus. Os dados da sobrevivência foram analisados utilizando o teste de Log-rank (p ≤ 0,05), pelo método de D-collet e para a repelência utilizou-se o teste do Qui-Quadrado (p ≤ 0,05). Todos os pós e concentrações avaliadas foram repelentes contra C. maculatus, com exceção do pó de C. annuum na concentração de 2,5 %. No que se refere à sobrevivência, ambas as espécies vegetais causaram elevada mortalidade em C. maculatus, com morte total dos insetos em até 120 h.


Palavras-Chave: Atividade inseticida, bioatividade de plantas, caruncho-do-feijão, Solanaceae.





ABSTRACT


The continuous and indiscriminate use of chemicals in agriculture can bring serious problems to human health and the environment. One option is the use of plants with insecticidal action. Given the above, the aim of this work was to evaluate the insecticide activity powder of leaves of Solanum melongena L. and Capsicum annuum L. against Callosobruchus maculatus in three concentrations. The experiment was conducted at the Laboratory of Entomology, Federal University of Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Paraiba, Brazil. The grains of cowpea were treated with the powders in concentrations 0.0, 2.5, 5.0 and 10.0 % [100*(mass of powder/ mass of grains)] and performed tests of survival and repellency against C. maculatus. Survival data were analyzed using the Log-rank test (p ≤ 0.05) by D-collet method and the repellence we used the Chi-square test (p ≤ 0.05). All post and concentrations were repellent C. maculatus except the C. annuum powder at a concentration of 2.5 % that was not statistically significant difference. With respect to survival, both plant species caused high mortality on C. maculatus, with total kill insects up to 120 h.


Keywords: Bean weevil, bioactivity of plants, insecticidal activity, Solanaceae.





RESUMEN


El uso continuo y indiscriminado de productos químicos en la agricultura puede causar graves danos a la salud humana y al medio ambiente. Una opción es el uso de plantas con acción insecticida. Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad insecticida del polvo de las hojas de Solanum melongena L. y Capsicum annuum L. contra Callosobruchus maculatus en tres concentraciones. El experimento se realizó en el Laboratorio de Entomología de la Universidad Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Paraiba, Brasil. Los granos de caupí fueron tratados con los polvos, en las concentraciones 0,0; 2,5; 5,0 a 10,0 % [100*(masa de polvo/masa de granos)] y se realizaron ensayos de supervivencia y repelencia contra C. maculatus. Los datos de supervivencia se analizaron mediante el análisis de Log-rank (p ≤ 0.05) por el método de D-Collet y para la repelencia se utilizó el análisis de Chi-cuadrado (p ≤ 0,05). Todos los polvos y las dosis evaluadas fueron repelentes contra C. maculatus, con la excepción del polvo de C. annuum a una dosis de 2,5 % que se observó ninguna diferencia estadística. Con respecto a la supervivencia, ambas especies de plantas causaron alta mortalidad en C. maculatus, con muerte total de los insectos hasta 120 h.


Palabras clave: Actividad insecticida, bioactividad de plantas, gorgojo del fríjol, Solanaceae.




INTRODU�ÃO


O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é intensamente cultivado na região Nordeste do Brasil por ser um alimento rico em proteínas, sendo consumido principalmente pelas camadas mais pobres da sociedade como alimento básico. Embora exista uma grande área de produção, na sua maioria é cultivado por pequenos agricultores (Almeida et al., 2005b).

Após a colheita e beneficiamento, os grãos de feijão-caupi podem ser armazenados para o consumo durante a época de seca ou ainda empregados como sementes para o plantio na estação chuvosa. Durante esse processo, o feijão-caupí pode ser atacado por pragas que encontram um ambiente propício para o seu desenvolvimento. Dentre as inúmeras pragas, o caruncho Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae) é considerado a de maior importância (Almeida et al., 2005a; Brito et al., 2006), pois ele é responsável pela redução quantitativa e qualitativa dos grãos. As larvas penetram nos grãos, alimentando-se do seu conteúdo interno, provocando perda de peso, redução do valor nutritivo e do poder germinativo das sementes. Além disso, contaminam a massa de grãos pela presença de excrementos, ovos e adultos, o que consequentemente reduz o valor comercial dos grãos (Almeida et al., 2005a).

Esses fatos obrigam os agricultores a realizarem medidas de controle de pragas antes e durante o armazenamento, já que pequenas infestações (entre 3 % e 5 %) são suficientes para provocarem grandes perdas de grãos (Maina e Lale, 2004).

O uso de produtos químicos de diversas classes toxicológicas é o método de controle mais empregado contra o C. maculatus. Apesar da alta eficiência que esses produtos apresentam, o uso intensivo pode provocar diversos problemas como, por exemplo, a seleção de populações de insetos resistentes, acúmulo de resíduos tóxicos nos alimentos de consumo humano, contaminação do ambiente, e ainda o aumento no custo de produção (Faroni et al., 1995).

Uma alternativa ao controle químico é a utilização de produtos botânicos, principalmente na formulação em pó seco. Esses produtos são vantajosos, pois, apresentam um custo reduzido, facilidade de obtenção e utilização, não exigem mão de obra qualificada para a sua aplicação e ainda apresentam pouco ou nenhum impacto ao ser humano e ao meio ambiente (Mazzonetto e Vendramim, 2003).


Dentre as diversas famílias de plantas empregadas como inseticidas botânicos, as solanáceas têm se destacado. Essa família compreende cerca de 85 gêneros distribuídos em todo o mundo, sendo especialmente abundantes nas Américas. Por produzirem metabólitos secundários tóxicos para herbívoros são inúmeros os relatos da utilização de solanáceas como inseticidas botânicos (Srivastava e Gupta, 2007; Dequech et al., 2008; Viglianco et al., 2008; Lovato et al., 2009; Coitinho et al., 2011).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o potencial inseticida do pó seco de folhas de espécies da família Solanaceae, Solanum melongena L. e Capsicum annuum L. em três concentrações, contra Callosobruchus maculatus.

MATERIAL E MÉTODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratório de Entomologia, da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal, Paraíba, Brasil, em condições ambientes de temperatura (32,2 ± 2,5 °C) e umidade relativa do ar (73,4 ± 2,5 %).

Os carunchos utilizados para formação da criação foram coletados em grãos de feijão-caupi oriundos de cultivos do município de Pombal (-6°78'3397" S e -37°80'1744" O). Os insetos foram identificados segundo características morfológicas externas descritas por Athié e Paula (2002). Utilizaram-se aproximadamente 50 casais de C. maculatus, que foram transferidos para recipientes plásticos (2,0 L), contendo grãos de feijão-caupi (300 g), tipo Fradinho, os quais foram tampados com tecido tipo voil. Os insetos permaneceram nos recipientes por um período de dez dias, para realizarem cópula e postura. Após esse período, os insetos foram retirados da massa de grãos utilizando peneiras, sendo que os grãos com as posturas foram transferidos e distribuídos em dez recipientes, nos quais emergiram os adultos da geração F1.


Para a obtenção dos pós vegetais, folhas das solanáceas berinjela (S. melongena) e pimentão (C. annuum) foram coletadas em áreas de cultivo irrigado no município de Pombal, PB, Brasil, no mês de março de 2013 durante o período da manhã, e em seguida as folhas foram encaminhadas ao Laboratório de Entomologia, onde foram submetidas a lavagem empregando-se água corrente. Em seguida, os materiais botânicos foram dispostos sobre folhas de papel toalha para retirada do excesso de água. Após 24 h, as folhas foram colocadas em sacos de papel tipo Kraft e levados à estufa, sem circulação forçada de ar, à temperatura de 40 °C durante 48 h (Oliveira e Vendramim, 1999). Em seguida, as folhas foram trituradas em microprocessador, até a obtenção dos pós vegetais, os quais tiveram a granulometria uniformizada utilizando uma peneira de malha 0,5 mm.

No bioensaio para verificar o efeito repelente do pó das espécies vegetais sobre C. maculatus, empregaram-se arenas conforme àquelas descritas por Melo et al. (2012). Os grãos de feijão-caupi foram tratados com pó das folhas de S. melongena e C. annuum nas concentrações 2,5; 5,0 e 10,0 % [100*(massa de pó/massa de grãos)]. Cada pó e concentração foram comparados individualmente com grãos sem tratamento. Em um dos lados da arena foram colocados grãos de feijão-caupi tratados com um dos pós vegetais, e no outro lado grãos sem nenhum tratamento. No centro da arena foram liberados 30 adultos de C. maculatus, não-sexados e após 24 h foi registrado o número de insetos em cada recipiente (Fig. 1). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e cada tratamento teve cinco repetições.
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Os dados foram analisados utilizando-se o teste do Qui-quadrado (p ≤ 0,05). Adicionalmente foi calculado o índice de Repelência (IR) pela fórmula IR=2G / (G + P), onde G = % de insetos no tratamento e p = % de insetos na testemunha. Os valores de IR variam entre 0-2, indicando: IR = 1, produto neutro; IR > 1, produto atraente e IR < 1, produto repelente (Lin et al.,1990). Para análise do IR, os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste F (p ≤ 0,05) considerando o esquema fatorial 2 x 3 (pós x concentrações). As médias quando necessário foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p ≤ 0,05).


Para avaliar a sobrevivência de C. maculatus em grãos tratados com os pós vegetais, utilizaram-se 40 g de grãos de feijão-caupi, tipo Fradinho, por repetição, que foram armazenados em recipientes plásticos (150 mL), com tampa perfurada, permitindo a aeração no interior do recipiente. Em seguida, os grãos foram tratados com o pó das folhas de S. melongena e C. annuum nas concentrações: 0,0 (testemunha); 2,5; 5,0 e 10,0 % [100*(massa de pó/ massa de grãos)]. Após isso, liberou-se dez insetos adultos não-sexados por repetição, com aproximadamente 48 h de vida. Foi registrada a cada 24 h a longevidade dos insetos até a morte total dos mesmos.

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado e cada tratamento teve cinco repetições. Os dados foram submetidos à análise de sobrevivência, utilizando o teste de Log-rank (p ≤ 0,05), pelo método de D-collet.


RESULTADOS


Os adultos de C. maculatus apresentaram não-preferência por grãos de feijão-caupi, tratados com o pó de folhas de S. melongena e C. annuum (Fig. 2). O tratamento dos grãos de feijão-caupi com o pó das folhas de S. melongena, nas concentrações 2,5; 5,0 e 10,0 %, provocaram repelências de 63,16; 78,90 e 89,4 %, respectivamente (Fig. 2A). Quando os grãos foram tratados com o pó das folhas de C. annuum, nas concentrações 2,5; 5,0 e 10,0 % ocorreram repelências de 52,38, 74,56 e 86,16 %, respectivamente, apresentando as duas maiores concentrações efeito altamente significativo (Fig. 2B). Observa-se que, ambos os pós exibiram semelhante capacidade repelente contra C. maculatus, com leve tendência de superioridade do pó de berinjela.
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Na Tabela 1 estão contidas as médias dos IR obtidos para adultos de C. maculatus em grãos de feijão-caupi, tratados com o pó das folhas de S. melongena e C. annuum, em diferentes concentrações. Constatou-se diferença estatística entre as concentrações, independentemente do pó utilizado (fator concentrações), obtendo maior IR quando utilizada a concentração 2,5 %, e menor quando empregada à concentração 10,0 %. Por outro lado, não foi observada diferença estatística entre os pós vegetais, independentemente da concentração utilizada (fator espécie). Para a interação dos fatores, não se verificou diferença estatística entre os pós em cada uma das concentrações, bem como entre as concentrações em cada um dos pós.
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A análise de sobrevivência para adultos de C. maculatus mantidos em grãos de feijão-caupi, tratados com pó das folhas de S. melongena e C. annuum, em diferentes concentrações, mostrou efeito altamente significativo para todos os pós e concentrações, onde os insetos mantidos em grãos tratados com os pós, em todas as concentrações, tiveram suas sobrevivências fortemente reduzidas, com morte total dos mesmos em 96 ou 120 h, conforme a concentração utilizada. Já na testemunha, a morte total dos insetos ocorreu em 336 h. Também foi observada leve tendência de redução do tempo de vida dos insetos com o aumento da concentração utilizada, para os dois tipos de pós (Fig. 3).


[bookmark: f3]
 

DISCUSSÃO


As propriedades repelente e inseticida constatadas no presente trabalho geram mais uma possibilidade de utilização para as folhas de S. melongena e C. annuum, haja vista que, as mesmas são descartadas no final do ciclo da cultura. Além de agregar valor a esses materiais vegetais a retirada dos restos culturais dessas espécies das áreas de cultivo pode minimizar os problemas causados por pragas que utilizam esse recurso para sobreviver nas áreas de cultivo no período entre safra. A repelência é uma característica relevante a ser considerada no contexto do controle de pragas de produtos armazenados, pois quanto maior a repelência menor será a infestação, o que poderá reduzir ou suprimir a postura e, consequentemente, afetar o crescimento populacional dos insetos (Coitinho et al., 2006). Segundo Gullan e Cranston (2008) a repelência é uma reação do sistema sensorial do inseto, quando o mesmo é exposto a substâncias indesejáveis. Os insetos possuem quimiorreceptores localizados em diversas partes do seu corpo e são responsáveis por avaliar as condições do ambiente onde o inseto se encontra, fugindo caso as condições não sejam favoráveis.

 
Os resultados referentes ao IR estão de acordo com aqueles obtidos por Salvadores et al. (2007) em que foi verificada a capacidade de repelência do pó de duas variedades de C. annuum (grossum e longum) em três concentrações (0,5; 1,0 e 2,0 %) para Sitophilus zeamais Motschulsky 1885 (Coleoptera: Curculionidae). Os autores constataram que o IR variou entre 0,570 a 0,760, estando em conformidade com os resultados obtidos nesse trabalho. Atividade repelente para espécies da família Solanaceae também foi constatada por Shayesteh e Ashouri (2010) que estudando o pó de espécies vegetais contra Tribolium castaenum (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius) 1972 (Coleoptera: Bostrycidae) e Sitophilus granarius (Linnaeus, 1875) (Coleoptera: Curculionidae), constataram que o pó de C. annuum mostrou-se repelente contra esses insetos, apresentando repelência de até 72 % contra T. castaneum. Segundo Guerra (1985), essa ação repelente observada para C. annuum deve-se à capsaicina que é o composto encontrado em maior quantidade nessa espécie vegetal e que possui ação repelente a insetos.


Quanto à sobrevivência, os resultados foram superiores aos encontrados por Oni (2011) onde o autor avaliando a capacidade inseticida do pó dos frutos e sementes de C. annuum contra C. maculatus em três concentrações (5, 10 e 15 %) e dois tempos de exposição (48 e 96 h) obteve mortalidade de até 20 % quando utilizado o pó dos frutos e de até 58 % quando utilizado o pó das sementes às 96 h de exposição e na concentração de 15,0 %.


Por outro lado, Ileke et al. (2013) estudando o potencial inseticida do pó de frutos e sementes de Capsicum frutescens L. (Solanaceae) e C. annuum para C. maculatus verificaram 100 % de mortalidade após 72 h de exposição aos pós, quando utilizada a concentração de 10 %, estando em conformidade com os resultados encontrados nesse trabalho.


Apesar de ser a mesma espécie de planta e de inseto, constata-se uma diferença expressiva entre os resultados dos trabalhos acima mencionados. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) diversos fatores podem influenciar o conteúdo de metabólitos secundários das plantas, tais como sazonalidade, ritmo circadiano, estágio de desenvolvimento e idade, temperatura, disponibilidade de água, radiação UV, nutrientes do solo, altitude, composição atmosférica e danos nos tecidos. Provavelmente as espécies vegetais de ambos os trabalhos, no momento da coleta, não estavam sob as mesmas condições, com variação de um ou mais desses fatores, fazendo com que a quantidade e composição dos metabólitos secundários sejam diferentes e consequentemente reduzindo o potencial inseticida.


Os princípios ativos dos inseticidas botânicos são normalmente compostos por um complexo conjunto de substâncias e podem atuar de várias formas (Menezes, 2005). Algumas substâncias podem apresentar ação por contato, ou seja, as moléculas agem e são absorvidas pela quitina e exoesqueleto ou pelas vias respiratórias (ação fumigante), podendo ser úteis para o controle de pragas que atacam alimentos em armazéns e silos (Corrêa e Salgado, 2011). Possivelmente a ação inseticida observada neste trabalho ocorreu de forma semelhante, tendo em vista que o pó vegetal esteve em contato direto com o inseto.


Essa atividade inseticida observada para C. annuum contra C. maculatus pode ser atribuída às substâncias capsaicina e dihidrocapsaicina que segundo Wesolowska et al. (2011) são encontrados em maior quantidade nos tecidos vegetais dessa espécie. Essa substância foi reportada causando redução do crescimento em Earias insulana Boisduval, 1833 (Lepidoptera: Noctuidae) (Weissenberg et al., 1986); repelência contra pragas do algodão (Mayeux, 1996) e danos a membrana, perturbação metabólica e afetando o sistema nervoso de invertebrados (National Pesticide Information Center, 2014).


Já para S. melongena as substâncias encontradas em maior quantidade nas folhas, segundo Halihski et al. (2009) são: lupeol, P-amirina e a-amirina, sendo provavelmente as responsáveis pela atividade inseticida constatada para essa espécie contra o caruncho-do-feijão. Wang et al. (2012) estudando o efeito do lupeol encontrado na Inula britanica L. (Asteraceae) sobre Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867) (Acari: Tetranychidae) constatou elevada mortalidade do ácaro.


De acordo com Oliveira e Vendramim (1999) espécies vegetais com atividade inseticida podem ser de grande utilidade no controle de pragas de produtos armazenados. Podem ser utilizadas especialmente em pequenas propriedades rurais, necessitando, portanto, de uma padronização nos processos de coleta, secagem, preparo e armazenamento do material vegetal, bem como a quantificação dos compostos bioativos, a fim de que os resultados obtidos possam ser reproduzidos e/ou comparados.


CONCLUS�ES


Mediante os resultados obtidos, conclui-se que o pó das folhas de S. melongena e C. annuum apresentam potencial para serem futuramente utilizados no controle de C. maculatus pois apresentam ação repelente e efeito letal para esse inseto. Além disso, é uma alternativa viável para pequenos produtores, que muitas vezes tem esse material em sua própria propriedade rural.
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RESUMO

Sideroxylon obtusifolium, conhecida como quixaba, é utilizada para diversos fins medicinais, dentre eles em casos de inflamações e infecções bacterianas, com isso, o estudo teve por objetivo investigar a atividade anti-inflamatória tópica e antibacteriana do extrato metanólico obtido das folhas de S. obtusifolium. A prospecção fitoquímica do extrato revelou a presença de diversas classes, entre eles: Fenóis; Taninos Pirogálicos, Flavonoides, Catequinas e alcaloides. Os polifenóis e flavonóides presentes neste extrato foram quantificados em 150,3 mg equivalentes de ácido gálico/g de extrato e 98,5 mg equivalentes de quercetina/g de extrato, respectivamente. Os resultados obtidos através dos testes de microdiluição e modulação mostraram potencial atividade antibacteriana quando associados a gentamicina e amicacina para cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus. Para cepas de Escherichia coli, houve sinergismo frente ao antibiótico amicacina havendo antagonismo para gentamicina, o mesmo efeito foi observado para Pseudomonas aeruginosas em ambos antibióticos. Nos testes para inflamação aguda através dos modelos de edema de orelha induzido por óleo de cróton e fenol, o extrato apresentou um potente efeito antiedematogênico significativo (p < 0,05). Diante dos resultados, podem-se observar atividades biológicas de S. obtusifolium, o que condiz com seu uso na terapia popular.


Palavras-Chave: Anti-inflamatória, antibacteriana, prospecção fitoquímica, Sideroxylon obtusifolium.




ABSTRACT


Sideroxylon obtusifolium, known as "quixaba", is used for various medicinal purposes, including in cases of inflammation and bacterial infections, therefore, the study aimed to investigate the topical antibacterial and anti-inflammatory activity of the methanol extract obtained from the leaves of S. obtusifolium. The phytochemical screening of the extract revealed the presence of several classes, including Phenols; Tannins, Flavonoids, catechins and alkaloids. Polyphenols and flavonoids present in this extract were quantified in 150.3 mg of gallic acid equivalents / g extract and 98.5 mg of quercetin equivalents / g extract, respectively. The results obtained by the microdilution tests have shown potential and modulation antibacterial activity when associated gentamicin, and amikacin for multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus. For Escherichia coli, there was synergism for amikacin, gentamicin having antagonism, the same effect was observed for Pseudomonas aeruginosa on both antibiotics. In tests for acute models of inflammation by ear edema induced by croton oil, and phenol, the extract had a potent antiedematogenic significant effect (p < 0.05). Therefore, the results can be observed biological activities of S. obtusifolium, which is consistent with its use in popular therapy.


Keywords: Anti-inflammatory, antibacterial, chemical elucidation, Sideroxylon obtusifolium.





RESUMEN


Sideroxylon obtusifolium conocida como quixaba, se utiliza para diversos fines medicinales, incluso en los casos de infecciones bacterianas y la inflamación, por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo investigar la actividad antiinflamatoria tópica y antibacteriana del extracto de metanol obtenido de las hojas de S. obtusifolium. El tamizaje fitoquímico del extracto reveló la presencia de varias clases, incluyendo: fenoles; taninos pirogálicos, flavonoides, catequinas y alcaloides. Los polifenoles y flavonoides presentes en este extracto se cuantificaron en 150,3 mg de equivalentes de ácido/g de extracto gálico y 98,5 mg de extracto de quercetina equivalentes/g, respectivamente. Los resultados obtenidos por los ensayos de microdilución han mostrado actividad potencial y la modulación antibacteriana cuando se asocia gentamicina, amikacina y para las cepas resistentes a múltiples fármacos de Staphylococcus aureus. Para Escherichia coli, solo se obtuvo sinergismo con amikacina, y se observo antagonismo para gentamicina, este mismo efecto fue observado para Pseudomonas aeruginosa en ambos antibióticos. En las pruebas de modelos agudos de inflamación por edema de la oreja inducido por aceite de crotón, y el fenol, el extracto tuvo un efecto significativo antiedematogenic potente (p <0,05). Por lo tanto, los resultados muestran actividad biológica de S. obtusifolium, que es coherente con su uso en terapia popular.


Palabras clave: Antiinflamatorio, antibacterial, prospección fitoquímica, Sideroxylon obtusifolium.





INTRODUÇÃO


O uso de plantas para fins medicinais é uma prática antiga, com registro desde épocas milenares (Veiga-Júnior, 2008). No Brasil, mesmo com o avanço da indústria farmacêutica, muitos habitantes (principalmente da área rural), ainda se utiliza das plantas, empregando-as para o alivio ou cura de algumas enfermidades (Badke et al., 2011).

As plantas produzem substâncias conhecidas como princípios ativos, que são compostos químicos originados durante o seu metabolismo, e são capazes de provocar algum tipo de atividade biológica quando introduzidos por qualquer via no organismo animal, inclusive no homem (Boscolo e Valle, 2008).

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) conhecida como quixabeira, é uma espécie da flora da caatinga (Pedrosa et al., 2012). As folhas e principalmente as cascas são usadas geralmente na forma de chás, na terapia popular para vários fins terapêuticos como adstringente tônica, anti-inflamatória, tratamento de úlcera duodenal, gastrite, azia, lesão genital, cólicas, problemas renais e problemas cardíacos. Estudos farmacológicos comprovam a ação hipoglicemiante e ação contra micro-organismos, fazendo com que S. obtusifolium seja considerada uma espécie importante no uso da terapia tradicional (Agra et al., 2007; Beltrão et al., 2008; Araújo-Neto et al., 2010; Pedrosa et al., 2012; Leandro et al., 2013).

As pesquisas sobre esta planta ainda são escassas, principalmente em relação ao estudo das folhas, por isso há um interesse de buscar os compostos presentes nesta parte da planta e comprovar por meio de modelos experimentais, o uso desta para diversos fins na medicina popular. Com isso, o presente trabalho teve por objetivo investigar a atividade anti-inflamatória tópica e antibacteriana do extrato metanólico obtido das folhas de S. obtusifolium, bem como fazer uma triagem dos componentes químicos presentes nesta parte da planta.


MATERIAL E MÉTODOS


Local de realização do estudo


O estudo foi realizado no Laboratório de Farmacologia da Universidade Regional do Cariri, Crato-CE, Brasil e no Laboratório de Microbiologia da Faculdade Leão Sampaio, Juazeiro do Norte-CE, Brasil.


Material vegetal


As folhas de S. obtusifolium foram coletadas no municipio de Jardim-CE, no mês de outubro de 2013. Uma amostra representativa da espécie foi depositada no Herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) do Departamento de Ciências Biológicas (URCA) sobre registro: 10.648.


Preparação do extrato metanólico

Para preparação dos extratos foram coletadas e pesadas 300 g das folhas de S. obtusifolium que permaneceram submersas em metanol separadamente por 72 h. Após esse período, o eluente foi filtrado e concentrado em condensador rotativo a vácuo e banho-maria (Brasileiro et al., 2006). O rendimento do extrato bruto foi de 17 %.

Ensaios Químicos


Prospecção fitoquímica


Os testes fitoquímicos foram realizados seguindo o método descrito por Matos (1997). Os ensaios se baseiam na observação visual da alteração de cor ou formação de precipitado após a adição de reagentes específicos.

Determinação de fenóis totais

As concentrações para a determinação de fenóis totais foram determinadas a partir da adição de 125 µL de cada uma das soluções do extrato metanólico das folhas de S. obtusifolium (EMSO) em que foram inicialmente preparadas, obedecendo a uma ordem decrescente de concentrações (5, 3, 1, 05, 0, 25 mg/mL), sendo posteriormente adicionado 125 µL do reagente Folin-Ciocalteau à 10 % mais 1,25 mL de carbonato de sódio completando as 2 mL com água destilada. Posteriormente as soluções permaneceram em temperatura ambiente por aproximadamente 45 minutos sem a presença de luminosidade, em seguida foi realizada a leitura dos testes, as absorbâncias mensuradas foram através do espectofotômetro com filtro em 765 nm. Como padrão para o teste foi utilizado o ácido gálico afim de que seus valores sirvam de comparação para a determinação dos compostos fenólicos presentes nas soluções, expressas a partir da quantidade de ácido gálico presentes em cada miligrama do extrato em estudo (Singleton et al., 1999). A média das leituras dos testes foi utilizada através dos resultados expressos em miligramas de ácido gálico por grama de extrato. A curva de calibração de ácido gálico foi determinada utilizando diferentes concentrações desta substância (400, 300, 200, 100 e 50 µg/mL).

Determinação de flavonóides

A determinação de flavonóides seguiu a metodologia proposta por Woisky e Salatino (1998), onde foram pipetados 2mL do EMSO nas diferentes concentrações (1000, 500, 250, 100, 50 μg/mL) em tubos de ensaios individualmente. Após a adição do extrato, adicionou-se aos tubos 1 mL de cloreto de alumínio 5 % m/v em etanol a 80 % e 2 mL de metanol. Preparou-se o branco utilizando 4 mL de metanol e 1 mL de cloreto de alumínio. Aguardou-se 30 minutos em ambiente escuro e procedeu-se a leitura, sendo que foram utilizadas as concentrações de, 100, 50, 25, 15 e 10 μg/mL para a construção da curva de calibração de quercetina. A partir da equação da reta obtida, realizou-se o cálculo do teor de flavonóides, expresso em quercetina/g do extrato.

Atividade anti-inflamatória tópica através de modelos de edema de orelha induzidos por agentes irritantes


Animais


Os animais utilizados foram camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, machos, pesando entre 20-30 g, provenientes do Biotério da Faculdade Leão Sampaio e da Faculdade Estácio de Medicina de Juazeiro do Norte, Ceará, Brasil, foram mantidos em caixas de propileno, a temperatura média de 26 ± 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12/12 h, recebendo ração (Labina, Purina®) e água a vontade. Não foram observados em nenhuma concentração do extrato testada (25 mg/mL e 50 mg/mL), efeitos colaterais ou morte dos animais, na via de aplicação utilizada. O projeto com protocolos referentes a este estudo foi submetido à Comissão de Ética no uso de animais da Universidade Regional do Cariri, com parecer: 00099/2014.1.

Substancias, reagentes e soluções

As substâncias e reagentes utilizados durante os procedimentos experimentais farmacológicos foram: acetona P.A (Dinâmica, Brasil), fenol 99 % (Sigma- EUA), Indometacina (Merck Sharp e Dohme, Brasil), Óleo de Cróton (Sigma, EUA) e Solução Fisiológica de NaCl 0,9 % (Farmace, Brasil).

Edema de orelha induzido pela aplicação única de óleo de cróton

Este modelo é muito utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatória tópica por tratamento agudo. O EMSO foi avaliado neste modelo, sendo que grupos de camundongos Swiss (n = 6) tiveram suas orelhas direitas tratadas topicamente, com 20 μL de acetona (controle), indometacina 100 mg/mL (2 mg/orelha), EMSO na concentração (25/50) mg/mL (0,5 mg/1 mg por orelha), esperando 15 minutos para absorção. Em seguida, 20 μL de óleo de croton 5 % (v/v) em acetona, foram aplicados topicamente na orelha direita e 20 μL do veículo acetona na orelha esquerda. Após quatro horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de diâmetro foram obtidos das orelhas através de um punch (perfurador de couro metálico) para avaliação do edema (Tubaro et al., 1985).

Edema de orelha induzido por fenol

Neste modelo, que se assemelha a uma dermatite de contato, as orelhas direitas dos camundongos (n = 6/grupo) foram tratadas, topicamente, com 20 μL do agente irritante fenol 10 % (v/v), em acetona. Previamente, em torno de quinze minutos antes da aplicação do agente irritante, as orelhas direitas foram tratadas topicamente com 20 μL do EMSO nas concentrações de 25/50 mg/mL (0,5 mg/1 mg por orelha), acetona (controle) e indometacina 100 mg/mL (2 mg/orelha). Após uma hora, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de diâmetro foram obtidos das orelhas para avaliação do edema (Young et al., 1984; Crummey et al., 1987).

Quantificação do edema

Os discos de 6 mm de diâmetro obtidos das orelhas direitas e esquerdas dos animais, tratadas respectivamente com o agente irritante e o veículo do mesmo, tiveram suas massas mensuradas com a utilização de uma balança analítica. O edema de orelha foi expresso em percentual, utilizando como cálculo a subtração da massa (em gramas) do disco obtido da orelha direita com a massa (em gramas) do disco obtido da orelha esquerda, dividindo em seguida com a massa (em gramas) do disco obtido da orelha esquerda, multiplicando o resultado por 100.


O cálculo do efeito inibitório médio da inflamação de cada tratamento procedeu-se com a subtração da média do percentual de edema do grupo submetido a tratamento: EMSO e Indometacina com a média do percentual de edema do grupo controle negativo (acetona), dividindo o resultado obtido com a média do grupo controle negativo e multiplicando o resultado por 100.


Análise estatística dos dados

Os dados apresentados foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). Para os ensaios que possuíram três ou mais grupos e uma única avaliação das amostras, as diferenças obtidas entre os grupos foram submetidas à análise de variância (ANOVA) de uma via, seguindo-se do teste de Student-Newman-Keuls utilizando o software GraphPad Prism 6.0. Foram consideradas diferenças significativas valores de p < 0,05.

Atividade antibacteriana e determinação da concentração inibitória mínima

Os micro-organismos (Tabela 1) utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Foram utilizadas linhagens padrão de bactérias Escherichia coli ATCC 10536; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e multirresistentes da espécie Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358 e Pseudomonas aeruginosa 03. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas a 37 ºC por 24 horas em Brain Heart Infusionbroth – BHI (concentração indicada pelo fabricante).
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A atividade antibacteriana foi avaliada pela metodologia de microdiluição em caldo, com base no documento M7-A6 (NCCLS 2002) para bactérias. Previamente, as cepas bacterianas foram ativadas em meios Brain Heart Infusion Broth (BHI), durante 24 h a 37 ºC. Após este pré-cultivo ocorreu à padronização do inoculo, que consistiu na preparação de uma suspensão bacteriana em BHI com turvação correspondente a 0,5 da Escala McFarland (1 x 108 Unidades Formadoras de Colônias/mL). Em seguida essa suspensão foi diluída até 1 x 106 Unidades Formadoras de Colônias/ mL em caldo BHI a 10 %, e volumes de 100 μL foram então homogeneizados em placa de microdiluição com 96 poços, acrescido de diferentes concentrações dos extratos (512 – 8 μg/mL), resultando num inóculo final de 5 x 105 Unidades Formadoras de Colônias/mL (NCCLS, 2002).


Os extratos foram solubilizados inicialmente em água destilada estéril e dimetil sulfóxido (DMSO) de forma que foi obtido a solução estoque de 1024 μg/mL. Os testes foram efetuados em triplicata. As placas foram incubadas a 37 ºC durante 24 h. Para revelação dos resultados, foi preparada uma solução indicadora de resazurina sódica em água destilada na concentração de 0,01 %. Após a incubação, 25 μL da solução indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente. O controle negativo do teste foi realizado com o caldo BHI (Javadpour et al., 1998).


A concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, nos poços de microdiluição conforme detectado a olho nu. A leitura dos resultados para determinação da CIM foi considerada como positiva para os poços que permaneceram com a coloração azul e negativa os que obtiveram coloração vermelha.


Atividade moduladora


A modulação foi realizada de acordo com a metodologia descrita no teste de microdiluição com BHI a 10 %. Foram acrescidos juntamente com as bactérias, antibióticos da classe dos aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina). O teste foi acompanhado de um controle positivo que consistiu na solução do micro-organismos com os antibióticos. Foi realizado um teste somente com os meios sem as bactérias e fungos, para verificação de contaminação (Coutinho et al., 2008).


Análise estatística dos resultados de microbiologia


Os testes foram feitos em triplicata, e os resultados expressos como a média geométrica. A análise estatística foi aplicada à análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0.


RESULTADOS


Ensaios Químicos


Na prospecção fitoquímica do EMSO foi possível identificar a presença de diversas classes de substâncias (Tabela 2).
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Na determinação dos fenóis totais pelo método Folin–Ciocalteu foram encontrados no EMSO a quantidade de 150,3 mg/g expressos como equivalentes de ácido gálico por grama de extrato bruto. Com a determinação da curva de calibração, realizada com a leitura da absorbância das diversas concentrações de ácido gálico, foi obtida a seguinte equação: y = 1,953x+0,0899, R² = 0, 9951, a qual pode ser aplicada para a determinação dos fenóis totais em equivalentes microlitros de ácido gálico/g de extrato.


A curva de calibração para determinação dos flavonóides foi obtida após a leitura das diversas soluções de quercetina com concentração determinada, gerando a seguinte equação: y = 15,348x + 0,2073 e R² = 0,9851, aplicadas para determinação dos flavonóides como miligrama equivalente de quercetina/g de extrato. Encontrou-se no EMSO uma quantidade de 98,5 mg/g de flavonóides.


Atividade antibacteriana


Foi realizado o procedimento para a determinação do CIM (Concentração Inibitória Mínima), com as bactérias de linhagem padrão e multirresistentes (Escherichia coli; Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram obtidos resultados ≥ 1024µg/mL, concentração considerada clinicamente irrelevante. Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi realizado, mas nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora foi verificada, indicando não apresentar toxicidade.


Em relação à avaliação da atividade moduladora do extrato, associadas aos aminoglícosídeos, os resultados demonstraram que o EMSO apresentou sinergismo quando combinado com a gentamicina e amicacina frente à linhagem multirresistente de Staphylococcus aureus 358, p < 0,001. Na linhagem de Escherichia coli 27 houve efeito sinérgico apenas na associação do extrato com a amicacina (p < 0,001) enquanto que com a gentamicina houve antagonismo, efeito similar com a linhagem da Pseudomonas aeruginosa 03 para ambos antibióticos (Fig. 1).
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Atividade anti-inflamatória tópica


Foram realizados dois modelos de inflamação tópica, o edema de orelha induzido pela aplicação única de óleo de cróton e o edema de orelha induzido por fenol. A figura 2 mostra o edema induzido pela aplicação única do óleo de cróton; de acordo com a análise estatística o EMSO, em ambas as concentrações, e a indometacina reduziram significativamente o edema, p < 0,001, p < 0,01 respectivamente.
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O EMSO 25 e 50 mg/mL aplicado por via tópica demonstrou redução significativa no percentual de edema de orelha após 1 hora da aplicação tópica de fenol 10 % em acetona, comparada com o grupo tratado com o veículo (p < 0,01, p < 0,001). O grupo tratado com indometacina também demonstrou redução significativa (p < 0,001) comparada com o veículo (Fig. 3).
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DISCUSSÃO


Os resultados mostraram elevada quantidade de fenóis totais presentes nas folhas S. obtusifolium. Os fenóis totais constituem grupos bastante heterogêneos, e proteger plantas contra fatores externos é uma das suas principais atividades. Estes compostos podem reduzir o risco de várias doenças (Pereira et al., 2009), devido a seu poder antioxidante principalmente por inibirem a peroxidação lipídica e a lipooxigenase (Soares, 2002). Essas informações são úteis para correlacionar esta atividade a atividade anti-inflamatória, visto que já é comprovado na literatura que extratos vegetais ricos em metabólitos secundários reduzem inflamações por eliminar superóxidos que participam da cascata da inflamação (Desmarchelier et al., 1999; Vatten e Shett, 2005).


Os flavonóides formam um grupo muito diversificado entre os produtos de origem natural, são metabólitos polifenólicos secundários com atividades biológicas muito diversas, sendo cada vez mais explorados na indústria farmacêutica (Simões et al., 2004; Werz, 2007). Semelhante a este estudo, Silva (2008) evidenciou compostos flavonóides na casca e folha de S. obtusifolium, e um estudo realizado por Araújo-Neto (2010) revelou quantidades altas de flavonóides em frações derivados do extrato etanólico da casca de S. obtusifolium.


Nos testes da atividade moduladora foram evidenciados efeitos sinérgicos e antagônicos, diferindo dos resultados de um trabalho anterior do nosso grupo, no qual analisou-se o extrato metanólico e hexânico da casca de S. obtusifolium para atividade antibacteriana. Neste trabalho o extrato metanólico não apresentou grau de modulação clinicamente relevante para Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mostrando efeito somente para cepas de Pseudomonas aeruginosa, quando combinado com amicacina. (Leandro et al., 2013). Os diferentes metabólitos presentes em ambas as partes podem ter influenciado nestes resultados (Silva, 2008; Araújo-Neto et al., 2010).


As bactérias Gram-negativas apresentam múltiplos mecanismos de resistência a várias classes de antibióticos. Linhagens multirresistentes expressam enzimas capazes de provocar alterações na estrutura do antibiótico fazendo-o perder a sua funcionalidade através de reações como a acetilação, poliadenilação e fosforilação. Mecanismos como bomba de efluxo expulsa o antibiótico do o espaço periplasmático, impedindo-o que atinja o seu local de ação. As porinas, presentes na membrana plasmática das bactérias, são proteínas que formam canais com água; rege a entrada de alguns elementos, incluindo antibióticos, mudanças na conformação pode levar a membrana externa não permite a passagem de esses agentes para o espaço periplásmico (Tafur et al., 2008).


Os antagonismos observados entre os antibióticos e os compostos do EMSO podem ser associados a fatores como a quelação do antibiótico ou de ligação dos compostos a locais específicos dos antibióticos, desse modo reduzindo o seu espectro de atividade. Isto indica que o antagonismo é devido a um efeito sinérgico multi-alvo, pois os constituintes de um extrato podem afetar a atividade destes antibióticos interferindo com vários alvos, cooperando em um efeito antagônico ou sinérgico (Wagner e Ulrich- Merzenich, 2009).


É conhecida a ação sinérgica de produtos naturais junto a antimicrobianos normalmente utilizados no tratamento terapêutico, determinando uma diminuição na sua CIM. Os metabólitos presentes no EMSO bem como em outros extratos dos produtos naturais podem aumentar a absorção de antibióticos devido ao aumento da permeabilidade da membrana celular, bem como causar interferência no funcionamento das enzimas bacterianas. Este método está associado ao uso de drogas e plantas, utilizando uma abordagem com uma ou várias combinações de extratos, que podem atingir não apenas um único alvo, mas vários ao mesmo tempo, os diferentes componentes terapêuticos cooperam de uma forma sinérgica (Wagner e Ulrich- Merzenich, 2009; Coutinho et al., 2010; Matias et al., 2010; Figueredo et al., 2013).


Flavonóides são eficazes contra micro-organismos, podem tanto formar complexos de proteínas solúveis que se aderem à parede celular bacteriana como também causar ruptura da membrana plasmática de micro-organismos. Além disso, alguns estudos têm demonstrado sinergismo entre antibióticos convencionais e flavonóides contra cepas bacterianas resistentes (Tsuchiya et al., 1996; Cushnie e Lamb, 2005).


Os antibióticos da classe dos aminoglicosídeos são parte importante da terapia antibacteriana desde seu descobrimento, na década de 40. Ao se ligarem ao ribossomo bacteriano todos os aminoglicosídeos atuam exercendo seu efeito bactericida pelo mesmo mecanismo da ação, impedindo a síntese de proteínas. Portanto, torna-se necessário a penetração no interior da célula bacteriana para que possam exercer seu mecanismo de ação. Para que isto ocorra é necessário que o aminoglicosídeo interaja com a superfície celular, seja transportado por meio da membrana e por fim realize o acoplamento com o ribossomo (Oliveira et al., 2006).


A toxicidade celular é comum para todos muitos antibióticos da classe dos aminoglicosídeos. A nefrotoxicidade e a ototoxicidade são efeitos tóxicos frequentes dos aminoglicosídeos (Oliveira et al., 2006; Rang et al., 2007). A combinação dos extratos com os aminoglicosídeos pode ser uma alternativa para minimizar os efeitos colaterais dessa classe uma vez que associação acarreta em um efeito sinérgico reduzindo significativamente a CIM destas drogas, diminuindo a dose necessária para que haja sucesso terapêutico (Figueredo et al., 2013).


Modelos de indução de inflamação pelos agentes químicos presentes neste trabalho são muito úteis para verificar o potencial de muitos produtos aplicados por via tópica, além de elucidar propriedades terapêuticas das mesmas nos processos inflamatórios cutâneos devido à aplicação das substâncias diretamente no foco inflamatório (Vane e Warner, 2000).


O agente irritante óleo de cróton, extraído das sementes de Croton tiglium, possui como seu maior constituinte o 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol (TPA) sendo utilizado em modelos empregados para avaliar a resposta inflamatória, uma vez que este agente induz inflamação cutânea e hiperproliferação celular, assemelhando-se a doenças de pele, como a psoríase. Estudos confirmaram que a inflamação aguda induzida por a administração tópica a partir de óleo de cróton aumenta à permeabilidade vascular, causa vasodilatação pela liberação de histamina, estimulando a migração de neutrófilos e macrófagos (Tubaro et al., 1985; De Young et al., 1989).


Os ésteres de forbol como o TPA ativam a cascata de inflamação do ácido araquidônico, por meio da cicloxigenase e lipoxigenase (COX-2 / LOX). A ativação da via da MAPK pela proteína quinase C, promove a ativação de alguns fatores de transcrição nuclear, como o NF-κB e a AP-1, os quais têm um papel central na regulação de diversas proteínas pró-inflamatórias, tais como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α), enzimas pró-inflamatórias, como COX-2 e iNOS, e moléculas de adesão (Pungeró et al., 1998; Chi et al., 2003; Murakawa et al., 2006; Badilla et al., 2007; Ferreira et al., 2010).


Um modelo animal de inflamação tópica é o edema de orelha induzido pela aplicação tópica do fenol que tem semelhança à dermatite de contato que acontece em humanos, sendo um bom modelo para ser usado com o intuito de simulação da mesma (Lim et al., 2004).


Este modelo induz formação de um intenso edema após 1hora de aplicação do agente flogistico. Os mecanismos que explicam a irritação da pele causada pelo fenol seriam o rompimento por efeito direto da membrana plasmática dos queratinócitos, liberando a IL-1α pré-formada, IL-8, TNF-α, mediadores inflamatórios como os metabólitos do ácido araquidônico e de radicais livres. O fenol difere do óleo de cróton, pois este induz as citocinas inflamatórias envolvendo fatores de transcrição nuclear através de vias que dependem da proteína quinase C. Porém, apesar da inflamação ser desencadeada por vias diferentes, ambos os modelos, compartilham do envolvimento dos metabólitos do Ácido araquidônico e espécies reativas de oxigênio, na resposta inflamatória instalada (Wilmer et al., 1994).


Araújo-Neto et al. (2010) demonstraram a atividade anti-inflamatória da entrecasca do extrato etanólico de S. obtusifolium utilizando o modelo de edema de pata induzido pela carragenina, muito usado para triagem de compostos com potêncial atividade anti-inflamatória. Foi verificada potêncial efeito anti-inflamatório desta planta, condizendo com os resultados mostrados neste trabalho.


A triagem química do EMSO mostrou-se rica em flavonoides; vários estudos demonstraram que essa classe age na diminuição da permeabilidade capilar, inibindo a infiltração de leucócitos e nos estágios iniciais do processo inflamatório. Podem atuar inibindo a proliferação de linfócitos e a produção de citocinas como a TNF- α e IL-1 (Biesalski, 2007).

Flavonoides como a santina e ermanina inibiram o desenvolvimento de edema de orelha induzido por PMA em camundongos. Em uma hora de exposição, santina inibiu a inflamação em 80,5 %, ermanina em 95,1 %. (Abad et al., 1995).


Diversos Flavonoides podem interagir na COX, LOX e fosfolipase A2, além de modularem a enzima formadora de óxido nítrico (NO) (Cazarolli et al., 2008; Lopez et al., 2008), o que pode justificar o efeito redutor de edema observado nos resultados deste trabalho.

CONCLUSÃO


O estudo revelou o potencial terapêutico do extrato metanólico das folhas de Sideroxylon obtusifolium, demonstrando ter ação moduladora da atividade antibacteriana, possível atividade antioxidante e anti-inflamatória. Fato este, devido aos metabólitos presentes com reconhecida atividade biológica. No entanto pesquisas adicionais precisam ser realizadas com intuito de verificar as substâncias isoladas presentes no extrato que apresentam estas atividades, servindo esta pesquisa como parâmetro para futuros estudos relacionado à espécie supracitada.


AGRADECIMENTOS


Agradecemos a colaboração e esforço de todos os autores, a Faculdade Leão Sampaio e a Universidade Regional do Cariri que deram apoio e fomento para realização deste trabalho.





REFERÊNCIAS


Abad MJ, Bermejo P, Villar A. Activity of flavonoids extracted fromTanacetum microphyllumDC. (Compositae) on soybean lipoxygenase and prostaglandin synthetase. Gen Pharmacol. 1995;26(4):815�819. Doi:10.1016/0306-3623(94)00242-F.


Agra MF, Baracho GS, Basílio IJ, Nurit K, Barbosa DA. Sinopse da flora medicinal do cariri paraibano. Oecol Bras. 2007;4(3):323-330.


Araújo-Neto V, Bomfim RR, Oliveira VOB, Passos AMPR, Oliveira JPR, Lima CA, et al. Therapeutic benefits of Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.) T.D. Penn., Sapotaceae, in experimental models of pain and inflammation. Rev Bras Farmacogn. 2010:20(6):933-938. Doi:10.1590/S0102-695X2010005000043.


Badilla B, Cambronero J, Cicció JF. Determination of topical antiinflammatory activity of the essential oil and extracts of Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae), using the model of mouse ear edema induced by TPA and AA. Pharmacogn Mag. 2007;3(11):139-144.


Badke MR, Bodó MLD, Silva FM, Ressel LB. Plantas Medicinais: O saber sustentado na prática do cotidiano popular. Esc Anna Nery. 2011;15(1):132-139. Doi:10.1590/S1414-81452011000100019.


Beltrão AES, Tomaz ACA, Beltrão FAS, Marinho P. In vitro biomass production of Sideroxylon obtusifolium (Roem & Schult). Rev Bras Farmacogn. 2008;18:696-698. Doi:10.1590/S0102-695X2008000500010.


Biesalski HK.Polyphenols and inflammation: basic interactions.  Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2007;1(6):724-8.


Boscolo OH, Valle LS. Plantas de uso medicinal em Quissamã, Rio de Janeiro, Brasil. Iheringia: Sér Bot. 2008;63(2):263-277.

Brasileiro BG. Antimicrobial and cytotoxic activities screen in gof some Brazilian medicinal plants used in Governador Valadares district. Rev Bras Ciên Farm. 2006;42: 195-202.


Cazarolli LH, Zanatta L, Alberton EH, Figueiredo MSRB. Flavonoids: prospective drug candidates.  Mini Rev Med Chem. 2008;8(13):1429-40. Doi: 10.2174/138955708786369564.


Chi YS, Lim H, Park H, Kim HP. Effects of wogonin, plant flavone from Scutellaria radix, on skin inflammation: in vivo regulation of inflammation-associated gene expression.Biochem. Pharmacol. 2003;66(7):1271-1278. Doi:10.1016/S0006-2952(03)00463-5.


Coutinho HDM, Costa JGM, Siqueira-Júnior JP, Lima EO. In vitro anti-staphylococcal activity of Hyptis martiusii Benth against methicillin-resistant Staphylococcus aureus-MRSA strains. Rev Bras Farmacogn. 2008;18:670-675. Doi:10.1590/S0102-695X2008000500005.


Coutinho HDM,Costa JGM, Falcão-Silva VS. Effect of Momordica charantia L. in the resistance to aminoglycosides in methicilin-resistant Staphylococcus aureus. Comp Immunol Microbiol Infect. 2010;33(6):467-471. Doi:10.1016/j.cimid.2009.08.001.


Crummey A, Harper GP, Boyle EA, Mangan FR. Inhibition of arachidonic acid-induced ear edema as a model for assessing topical antiinflammatory compounds. Agents Actions. 1987;20:69-76.


Cushnie TPT, Lamb AJ. Detection of galangininduced cytoplasmic membrane damage in Staphylococcus aureus by measuring potassium loss. J Ethnopharmacol. 2005;101(1-3):243-248. Doi:10.1016/j.jep.2005.04.014.


De Young LM, Kheifets JB, Ballaron SJ, Young JM. Edema and cell infiltration in the phorbol ester-treated mouse ear are temporally separate and can be differentially modulated by pharmacologic agents. Agents Actions. 1989;26(3-4):335-341.


Desmarchelier C, Romão RL, Coussio J, Ciccia G. Antioxidant and free radical scavenging activities in extracts from medicinal trees used in the 'Caatinga' region in northeastern. J Ethnopharmacol. 1999;67(1):69–77. Doi:10.1016/S0378-8741(98)00200-1.


Ferreira FS, Saraiva BRA, Araruna MKA, Menezes IRA, Costa JGM, Coutinho H DM, et al. Topical anti-inflammatory activity of body fat from the lizard Tupinambis merianae.J Ethnopharmacol. 2010;130(3):514–520. Doi: 10.1016/j.jep.2010.05.041.


Figueredo FG, Ferreira EO, Lucena BFF, Torres CMG, Lucetti DL, Lucetti ECP, et al. Modulation of the Antibiotic Activity by Extracts from Amburana cearensis A. C. Smith and Anadenanthera macrocarpa (Benth.) BrenanBiomedRes Int. 2013;1:1-5. Doi:10.1155/2013/640682.


Javadpour MM. New antimicrobial peptides with low mammalian cell toxicity. J Med Chem. 1996;39(16):3107–3113. Doi:10.1021/jm9509410.


Leandro LMG, Aquino PEA, Macedo RO, Rodrigues FFG, Guedes TTM, Frutuoso, AD, et al. Avaliação da atividade antibacteriana e modulatório de extratos metanólico e hexânico da casca de Sideroxylon obtusifolium. e-ciência. 2013;1(1):1-10.


Lim H, Park H, Kim HP. Inhibition of contact dermatitis in animal models and suppression of proinflammatory gene expression by topically applied flavonoid, wogonin. Arch Pharmacal Res. 2004;27(4):442-448. Doi:10.1007/BF02980087.


López-Posadas R, Ballester I, Abadía-Molina AC, Suárez MD, Zarzuelo A, Martínez-Augustin O, et al. Effect of flavonoids on rat splenocytes, a structure-activity relationship study.Biochem Pharmacol. 2008;76(4):495-506. Doi:10.1016/j.bcp.2008.06.001.


Matias EEF, Santos KKA, Almeida TS, Costa JGM, Coutinho HDM. Enhancement of Antibiotic Activity by Cordia verbenacea DC. Latin Am J Pharm. 2010;29(6):1049-1052.


Matos FJA. Introdução à Fitoquímica Experimental. 2ª Ed. Fortaleza: Edições UFC; 1997. 141 p.


Mensor LL,  Menezes FS ,  Leitão GG, Reis AS , Coube CS , Leitão SG. Screening of brazilian plant extracts for antioxidant activity by the use of DPPH free radical method. Phytother Res. 2001;15(2):127-30.


Murakawa M, Yamaoka K, Tanaka Y, Fukada Y. Involvement of tumor necrosis factor (TNF-α) in phorbol ester 12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)–induced skin edema in mice. Biochem Pharmacol. 2006;71(9):1331-1336. Doi:10.1016/j.bcp.2006.01.005.


NCCLS (National Committee For Clinical Laboratory Standards). Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that grow aerobically. 6ª ed. Wayne, PA: NCCLS Approved Standart M7-A6; 2003. p. 50-62.


Passos OA, Raith M, Kuster RM, Rocha LM, Hamburger M, Potterat O. Metabolite profiling of the leaves of the Brazilian folk medicine Sideroxylon obtusifolium. Planta Med. 2012;78:703-710. Doi:10.1055/s-0031-1298269.


Oliveira JFP, Cipullo JP, Burdmann EA. Nefrotoxicidade dos aminoglicosídios. Rev Bras Cir Cardiovasc. 2006;21(4):444-452. Doi:10.1590/S0102-76382006000400015.


Pedrosa KM, Gomes DS, Lucena CM, Pereira DD, Silvino GS, Lucena RFP. Uso e disponibilidade local de Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn. (Quixabeira) em três regiões da depressão sertaneja da Paraíba, Nordeste do Brasil. Bio Far. 2012;12:158-183.


Pereira AV, Almeida TC, Beltrame FL, Costa ME, Garrido LH. Determinação de compostos fenólicos em amostras comerciais de chás verde e preto–Camellia sinensis (L.) Kuntze, Theaceae. Acta Sci. 2009;31(2):119-124. Doi:10.4025/actascihealthsci.v31i2.6233.


Pungeró V, Turull A, Queralt J. Arachidonic acid (AA) and tetradecanoylphorbol acetate (TPA) exert systemic effects when applied topically in the mouse. Inflammation. 1998;22(3):307-314. Doi:10.1023/A:1022352200273.


Rang HP, Dale MM, Ritter JM Flower RJ. Farmacologia. 6 ed. São Paulo: Elsevier; 2007. 808 p.


Silva MD. Estudo Farmacobotânico de Três Espécies Medicinais da Caatinga em Pernambuco.Recife. (Dissertação de mestrado). Pernambuco, Brasil: Programa de Pós-Graduação em Botânica-Universidade Federal Rural de Pernambuco; 2008. p. 17-60.


Simões CMO, Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA, Petrovick PR. Farmacognosia da Planta ao Medicamento. 5ª ed. Editora da UFSC: Santa Catarina; 2004. p. 1102.


Singleton VL, Orthofer R, Lamuelaraventós RM. Analysis of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteau reagent. Methods Enzymol. 1999; 299:152-178. Doi:10.1016/S0076-6879(99)99017-1.

 
Soares SE. Phenolic acids as antioxidants. Rev Nutr Campinas.2002;15(1):71-81.


Tafur JD, Torres JA, Villegas MV. Mechanisms of antibiotic resistance in Gram negative bactéria. Infect. 2008;12(3):217-226.


Tsuchiya H, Sato M, Miyazaki T, Fujiwara S, Tanigaki S, Ohyama, M. Comparative study on the antibacterial Activity of phytochemical flavanones against methicillin-resistant Staphylococcus aureus. J Ethnopharmacol. 1996;50(1):27-34. Doi:10.1111/j.2042-7158.1994.tb05709.x.


Tubaro A, Dri P, Delbello G, Zilli C, Della-Loggia R. The croton oil test revisted. Agents Actions. 1985;17:347-349.


Vane JR, Warner TD. Nomenclature for COX-2 inhibitors. Lancet. 2000;356:1373-1374.


Vattem DA, Shetty K. Biological funcionality of ellagic acid: a review. J Food Biochem. 2005;29(3):234-266. Doi: 10.1111/j.1745-4514.2005.00031.x.


Veiga-Júnior VF. Estudo do consumo de plantas medicinais na Região Centro-Norte do Estado do Rio de Janeiro: aceitação pelos proﬁssionais de saúde e modo de uso pela população. Rev Bras Farmacogn. 2008;18(2):308-313. Doi:10.1590/S0102-695X2008000200027.


Wagner H, Ulrich-Merzenich G. Synergy research: approaching a new generation of phytopharmaceuticals. Phytomedicine. 2009;16(2-3):97-110. Doi: 10.1016/j.fitote.2010.11.016.


Werz O. Inhibition of 5-lipoxygenase product synthesis by natural compounds of plant origin. Planta Med. 2007;73(13):1331-57. Doi:10.1055/s-2007-990242.


Wilmer JL, Burleson FG, Kayama F, Kauno J, Luster MI. Cytokine induction in human epidermal keratinocytes exposed to contact irritants and its relation to chemical – induced inflammation in mouse skin.  J Invest Dermatol. 1994;102(6):915-922. Doi:10.1111/1523-1747.ep12383512.


Woisky RG, Salatino A. Analysis os propolis: some parameters ond procedures for chemical quality control. J Apicul Res. 1998;37(2):99-105.


Young JM, Spires DA, Bedord CJ, Wagner B, Ballaron S J, De Young LM. The mouse ear inflammatory response to topical arachidonic acid. J Invest Dermatol. 1984;82:367-371.





Doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.47280.



LA PALMA AMARGA (Sabal mauritiiformis, Arecaceae) EN SISTEMAS PRODUCTIVOS DEL CARIBE COLOMBIANO: ESTUDIO DE CASO EN PIOJÓ, ATLÁNTICO


The Bitter Palm (Sabal mauritiiformis, Arecaceae) in Productive Systems of the Colombian Caribbean: A Case Study in Piojó, Atlántico.


Viviana ANDRADE-ERAZO1, Gloria GALEANO1.


1 Grupo de Investigación en Palmas Silvestres Neotropicales, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia. Av. Carrera 30 n°. 45-03, edificio 476, oficina 228.Bogotá D.C., Colombia.


For correspondence. vyandradee@unal.edu.co

Received: 22nd November 2014, Returned for revision: 28th January 2015, Accepted: 30th April 2015.


Associate Editor: Nubia Estela Matta Camacho.


Citation / Citar este artículo como: Andrade-Erazo V, Galeano G. La palma amarga (Sabal mauritiiformis, Arecaceae) en sistemas productivos del Caribe: estudio de caso en Piojó, Atlántico.Acta biol. Colomb. 2016;21(1):141-150. doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.47280.





RESUMEN


La palma Sabal mauritiiformis es un recurso importante en el Caribe colombiano debido al uso de sus hojas para techar. Para evaluar el estado de sus poblaciones en Piojó (Atlántico), uno de los municipios más productores de hojas, se estudió la densidad y la estructura poblacional de la palma. Se establecieron 16 parcelas de 0,1 ha, en los tres sistemas de uso de suelo más comunes en la zona: ganadería (6), cultivos (5) y rastrojo (5). Se encontró que la palma amarga constituye un recurso silvestre, muy resistente y capaz de adaptarse a ambientes perturbados pues está incorporada en sistemas productivos de cultivos, rastrojos y ganadería, donde las prácticas de manejo influyen en la densidad y estructura de sus poblaciones. La palma es muy resistente y capaz de adaptarse a ambientes perturbados. El área estudiada incluyó 5349 individuos distribuidos en cuatro categorías de tamaño. Los rastrojos (3620 ± 2808 individuos/hectárea) y los cultivos (5612 ± 3361 ind/ha) presentaron más individuos y mejores estructuras poblacionales que las áreas de ganadería (1488 ± 827 ind/ha), en las cuales se encontraron poblaciones más deterioradas por efecto del pisoteo y el forrajeo. La prevalencia de individuos en algunas clases de tamaño refleja las condiciones de manejo actual e histórico; actividades como el pastoreo o las quemas, sin una apropiada planificación, pueden comprometer el desarrollo de las poblaciones de la palma y la futura disponibilidad del recurso.


Palabras clave: Agroforestería, estructura poblacional, cosecha sostenible, manejo tradicional, techos de palma.





ABSTRACT


The palm Sabal mauritiiformis is an important resource in the Colombian Caribbean, as its leaves are used for thatching. In order to assess the status of its populations in Piojó (Atlántico department), one of the major leaf producers in the region, palm population structure was studied by randomly establishing 16 sample plots of 0.1 ha in the three major use areas where the palm occurs:: pastures (6), crops (5) and fallows (5). We found that the bitter palm is a heavily exploited wild resource and management practices impact population structure. The bitter palm is a resilient species, easily adaptable to disturbed environments. The studied plots included 5349 individuals, distributed in four size categories. Fallows (3620 ± 2808 individuals/ha) and crops (5612 ± 3361 ind/ha) had more individuals and population structures that reflect a better condition than pastures (1488 ± 827 ind/ha), which had a population structure with discontinuous distributions due to trampling and foraging. Prevalence of individuals in certain size classes reflects current and historical management conditions; activities such as grazing or removal of vegetation by burning, without proper planning, can jeopardize the development of populations and future resource availability.


Keywords: Agroforestry, population structure, sustainable harvest, thatching, traditional management.





INTRODUCCIÓN


Las palmas son uno de los grupos de plantas más útiles en los trópicos y en algunos casos constituyen productos forestales no maderables (PFNM) que merecen atención debido a que el aprovechamiento insostenible o destructivo puede poner en peligro la estabilidad de las poblaciones naturales (Bernal et al., 2011). Particularmente en Colombia, las hojas de varias especies de palmas son ampliamente usadas como material de techado por su disponibilidad y calidad (Galeano, 2013). Una de las especies tradicionalmente más utilizadas para el techado en el Caribe colombiano es la palma amarga: Sabal mauritiiformis (H. Karst.) Griseb. H. Wendl. Aunque las construcciones tradicionales han reemplazado a la palma amarga por otro tipo de materiales, el acelerado crecimiento de la industria turística en las playas del Caribe ha generado un importante incremento de la demanda de hojas de palma para la construcción de kioscos e infraestructura para el turismo. Esto ha permitido que la palma amarga continúe siendo una fuente de recursos económicos importante para la región Caribe.


La palma amarga es una especie propia del bosque seco tropical, el ecosistema más amenazado en Colombia, del que se considera se ha perdido más del 90 % de su cobertura original (García et al., 2014). En consecuencia, especies como la palma amarga, han perdido gran parte de su hábitat y se esperaría que sus poblaciones se encuentren reducidas. A diferencia de lo que ocurre con otras especies del género y otras especies de palmas utilizadas como material para la construcción de techos, esta especie carece de estudios poblacionales que develen la aptitud de su aprovechamiento; por lo tanto, este se lleva a cabo sin ningún tipo de especificaciones que contemplen la disponibilidad del recurso a futuro, tal como fue diagnosticado por CUDESAC y CARSUCRE (2007) para las poblaciones de palma amarga en el departamento de Sucre.


Para las poblaciones de plantas silvestres perennes, activamente aprovechadas, la distribución de los individuos en clases etarias o de tamaño, se relaciona con los procesos de regeneración y crecimiento de las poblaciones. De esta manera, el estudio de la estructura poblacional brinda herramientas para lograr un primer acercamiento a las características propias de procesos como el reclutamiento y el crecimiento de los individuos, lo cual constituye información de base para orientar las estrategias de manejo y conservación para estas especies (Peters, 1996; Galeano et al., 2013; Torres et al., 2015). Sin embargo, en aras de obtener resultados más estables, las investigaciones sobre la estructura poblacional deben acompañarse de estudios de largo plazo, que incorporen la caracterización de las tasas vitales y que permitan hacer mediciones del impacto que genera el aprovechamiento sobre estas tasas y en general sobre la viabilidad del manejo (Galeano et al., 2013; Vallejo et al., 2014).


El presente estudio busca hacer un aporte al conocimiento de la palma amarga en Colombia mediante el estudio de la estructura demográfica de las poblaciones en Piojó, uno de los municipios con mayor producción de palma amarga de la Costa Caribe. Este trabajo pretende responder las siguientes preguntas: ¿cómo varían la densidad y la estructura demográfica de la palma amarga en los diferentes tipos de uso del suelo?, ¿cuál es el tipo de uso del suelo en el que las poblaciones de palma amarga presentan mejores condiciones?.


MATERIALES Y MÉTODOS


Área de estudio


El municipio de Piojó está ubicado en el centro-occidente del departamento del Atlántico, en Colombia, sobre los 10º44' N, y 75º06' W; presenta una temperatura promedio anual superior a 24 ºC y un promedio anual de lluvias de 1200 mm, con un régimen bimodal, constituido por dos períodos de lluvia (mayo-junio y agosto-noviembre) y dos períodos secos (diciembre-abril y junio-julio), siendo uno de los municipios más lluviosos del Atlántico (Alcaldía Municipal de Piojó, 2010). A lo largo del territorio se presenta un efecto notorio de la acción del viento, que en algunas épocas del año puede alcanzar hasta 25 m/s, principalmente durante la temporada de lluvias (Alcaldía Municipal de Piojó, 2013).


La región corresponde a la zona de vida bosque seco tropical (bs-T) según el sistema de Holdridge (IGAC, 1977), y al zonobioma del bosque seco tropical del Caribe según el IDEAM et al. (2007).

Especie estudiada


Sabal mauritiiformis es una palma de tallo solitario de 8 a 25 m de altura y 20 a 40 cm de diámetro, terminado en una corona esférica compuesta usualmente por 10 a 15 hojas costapalmeadas, sostenidas por pecíolos de 1 a 2 m de largo y 3–4 cm de ancho. La lámina puede llegar a medir poco más de 3 m de diámetro y se divide en 90 a 152 segmentos blanquecinos por debajo y orientados en varios planos, lo que le da a la hoja un aspecto desordenado. Las inflorescencias salen entre las hojas, son repetidamente ramificadas y más largas que las hojas; llevan numerosas flores hermafroditas, pequeñas y blanquecinas, con 6 estambres. Los frutos son casi esféricos, de 8 a 11 mm de diámetro, de cáscara delgada, quebradiza y negra en la madurez, y cada uno lleva una semilla hemisférica, de unos 5 mm de diámetro y de color pardo (Galeano y Bernal, 2010).


Sabal mauritiiformis está ampliamente distribuida en todo el Caribe, desde México hasta Colombia y Venezuela. En Colombia se encuentra en la región Caribe, desde el Darién hasta el sur de la Guajira y por el sur, desde el centro de Córdoba hasta el centro de Bolívar y Cesar. Aunque el Caribe colombo-venezolano se considera como el límite inferior de la distribución del género, en el país hay pequeñas poblaciones en los valles interandinos, en los departamentos de Valle del Cauca, Cundinamarca y Tolima (Galeano y Bernal, 2010).


Muestreo


Se realizaron cinco recorridos previos de reconocimiento del área de estudio a las veredas y sectores colindantes con la cabecera municipal: la vía a la vereda Aguas Vivas, El Cerro, La Laguna, Cerro la Vieja y Las Antenas. En estos sectores se visitaron las fincas reconocidas por informantes clave como productoras comerciales de hoja de palma amarga. Se categorizó el uso del suelo de acuerdo con la cobertura vegetal y las actividades aplicadas por los agricultores en cada caso, siguiendo los lineamientos de la Encuesta Nacional Agropecuaria (DANE et al., 2014). Para cada categoría se establecieron cinco o seis unidades de muestreo independientes, separadas entre sí 300 m o más, de acuerdo con las recomendaciones de Galeano et al. (2010). Se establecieron 16 parcelas de 0,1 hectárea (ha) para un área total de muestreo de 1,6 ha.


En cada parcela se registró la totalidad de individuos de palma amarga categorizados en cuatro grandes clases de tamaño, determinadas por el desarrollo de la hoja, el tallo y la presencia de estructuras reproductivas, según las indicaciones de Galeano et al. (2010): plántulas, individuos sin tallo y con hojas enteras o bífidas; juveniles, individuos sin tallo y con hojas divididas en segmentos; sub-adultos, individuos con tallo y sin evidencia de estructuras reproductivas; adultos, individuos con tallo y evidencia de estructuras reproductivas.


Además, para cada parcela se registró el tipo de topografía, condiciones de inundación, tipo de cobertura vegetal y la historia de uso de la tierra (prácticas culturales actuales e históricas), para lo cual se entrevistó a los propietarios o vecinos de todas las fincas.


Análisis estadísticos


Para detectar diferencias en la estructura poblacional asociada al uso del suelo, los datos se sometieron a análisis estadístico no paramétrico a través de la prueba de Kruskal Wallis. Para los casos en que resultaron diferencias estadísticas significativas, los análisis se complementaron con pruebas U de Mann Whitney. Los datos se procesaron con los paquetes estadísticos R-Commander (Fox, 2005) y las figuras se realizaron tanto en el programa R como en Excel®.


RESULTADOS


Características asociadas al manejo y al uso del suelo


Se encontró que la palma amarga crece en unidades productivas, ubicadas principalmente en suelos de ladera, sin registros de inundaciones, con inclinaciones que oscilan entre 5° -60° y sobre un rango altitudinal comprendido entre 269 y 472 m s.n.m.


De acuerdo con las labores culturales aplicadas por los agricultores, las unidades productivas dónde permanece la palma amarga pudieron ser categorizadas en tres grandes tipos: cultivos, ganadería y rastrojos. Las áreas con ganadería tuvieron prevalencia de gramíneas, en una matriz donde la palma amarga fue el principal componente leñoso. En estos espacios hubo también alguna vegetación arbórea, tanto de especies silvestres como cultivadas y las familias más representativas fueron Fabaceae, Malvaceae, Annonaceae, Bignoniaceae y Moraceae. Estos sitios se caracterizaron por la presencia permanente de ganado vacuno en períodos de 20 años o más y la ocurrencia de fuegos en los últimos diez años (Tabla 1).
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En los sitios con cultivos las poblaciones de palma amarga estuvieron asociadas a sistemas productivos de subsistencia, donde presentaron interacción temporal y espacial con cultivos de ciclo corto, semiperennes y perennes leñosas. En este uso del suelo, los árboles presentes pertenecieron principalmente a las familias Anacardiaceae, Bignoniaceae y Rutaceae. Así mismo, entre las especies agrícolas se encontraron principalmente cultivos permanentes o semipermanentes de especies como el plátano (Musa x paradisisca L.), la yuca (Manihot esculenta Crantz), el guandúl (Cajanus cajan (L.) Millsp.), la caña (Saccharum officinarum L.), la piña (Ananas comosus (L.) Merr.) y el ajonjolí (Sesamum indicum L.).


Por otra parte, se encontró que entre las especies arbóreas cultivadas en los sitios con cultivos se destacaron el aguacate (Persea americana Mill.), el anón (Annona squamosa L.), el cocotero (Cocos nucifera L.), el guamo (Inga sp.), la guanábana (Annona muricata L), la guayaba (Psidium guajava L.), el limón (Citrus limon (L.) Osbeck), el mango (Mangifera indica L.), la naranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) y el tamarindo (Tamarindus indica L.). Algunas de estas especies se encontraron también en las áreas de rastrojo y de ganadería.


Por su parte, los rastrojos son áreas con vegetación natural densa, derivada de períodos de regeneración que oscilan entre dos y 12 años, donde predominaron especies leñosas silvestres y cultivadas, que son testigos del uso pasado de la tierra. En estos sitios, las familias más representativas fueron Fabaceae, Malvaceae y Annonaceae, con árboles que alcanzaban 20–25 cm de DAP. Según los propietarios, estas áreas fueron objeto de actividad agrícola o pecuaria en el pasado y sufrieron transformación de la cobertura vegetal original con procesos como tala, roza y quema, establecimiento de cultivos y potreros, aplicación de productos de síntesis química y pastoreo. Sin embargo, en su uso actual como rastrojo, en su mayoría, al igual que las áreas de cultivo, no estuvieron sometidos a fuego ni tuvieron presencia de ganado (Tabla 1).


Por otro lado, en todas las parcelas, el impacto de las quemas frecuentes en el pasado, se evidenció en los tallos de las palmas adultas y subadultas, cuyas bases presentaban agujeros y deformaciones, en mayor o menor grado. Luego de las quemas, las plántulas y los juveniles más pequeños usualmente mueren, mientras que los subadultos y adultos generalmente logran sobrevivir. También se encontró que en las fincas (durante algunos períodos) el abandono de terrenos con palma amarga es una práctica común y responde a la imposibilidad de realizar labores agropecuarias por parte de los propietarios, por carencia de recursos económicos o por tener poco tiempo disponible para estas labores. En general, los diferentes tipos de uso del suelo se rotan a lo largo de los años; así, los sitios que hoy están en rastrojo tuvieron uso agropecuario en el pasado, y los sitios que actualmente son cultivos fueron alguna vez rastrojo o praderas e igual ocurre con los sitios de ganadería (Tabla 1). Además, en algunas parcelas usan productos químicos para combatir las garrapatas y el comején, dos de los problemas considerados como más frecuentes en las fincas con palma amarga.


Densidad


Se encontró un total de 5349 individuos de palma amarga distribuidos en 1,6 ha. De acuerdo con los registros se estima que los sitios de rastrojo presentan 3620 ± 2808 ind/ha, los de cultivos 5612 ± 3361 ind/ha y los de ganadería 1488 ± 827 ind/ha.


Se presentaron diferencias estadísticas significativas en cuanto a la densidad de individuos en los diferentes sistemas de uso. Los sitios con cultivos presentaron más individuos de palma amarga que los sitios con ganadería (U: 28, p: 0,017), mientras que no hubo diferencias estadísticas significativas al comparar el total de individuos entre rastrojo vs. cultivos y rastrojo vs. ganadería (Fig. 1).
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Por su parte, las palmas sobre las cuales se lleva a cabo la extracción de hojas (todos los adultos y subadultos) presentaron densidades estimadas de 230 ± 84 ind/ha en rastrojo, 152 ± 125 ind/ha en cultivos y 490 ± 272 ind/ha en ganadería. En el conjunto de individuos adultos y subadultos no se encontraron diferencias estadísticas en cuanto a su densidad, al comparar los diferentes tipos de uso del suelo (subadultos H: 2,5984; df: 2; p: 0,27; adultos H: 2,0833; df: 2; p: 0,3529) (Fig. 2).
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Estructura demográfica


No se presentaron diferencias estadísticas significativas en la estructura demográfica al comparar entre sí las parcelas del mismo tipo de uso del suelo (rastrojo H: 1,035; df: 4; p: 0,9044; cultivos H: 0,4123; df: 4; p: 0,9815; ganadería H: 8,1648; df: 5; p: 0,1474).


Al comparar entre sí los valores de las cuatro categorías de tamaño para las parcelas de un mismo tipo de uso del suelo, se encontraron diferencias significativas tanto en las parcelas con cultivos (H: 13,8; df: 3, p: 0,003), como en las de rastrojo (H: 12,05; df: 3; p: 0,007). En estos sistemas hubo más plántulas que juveniles, subadultos o adultos, pues en todos los casos los valores p de las pruebas pareadas resultaron en cifras que fluctuaron entre p: 0,008 y p: 0,01. Así mismo, en las parcelas de cultivos se observaron más juveniles que subadultos (U: 22, p: 0,04) (Fig. 3a, Fig. 3b).
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Por su parte, las parcelas de ganadería no presentaron diferencias estadísticas en el número de individuos en cada categoría de tamaño, aunque hubo prevalencia de plántulas y subadultos sobre los otros tamaños (Fig. 3c).


De acuerdo con las proporciones de los individuos de palma amarga, en las unidades de muestreo se configuraron las curvas poblacionales tipo I, II y II descritas por Peters (1996). Tanto los sitios de cultivos como los de rastrojo mostraron predominio de individuos en estados tempranos de desarrollo y una subsecuente disminución de individuos en las otras clases de tamaño, que conduce a la conformación de curvas semejantes a las de tipo I (Fig. 4a, Fig. 4b); en cambio, en los sitios de ganadería se observó una notable discontinuidad de individuos presentes en las diferentes clases de tamaño, que resultó en la descripción de curvas tipo II y III (Fig. 4c, Fig. 4d).
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Por otro lado, independientemente del uso del suelo, la proporción de individuos cosechables (adultos y subadultos) en la mayoría de los casos fue > 0,1 (Fig. 4a, Fig. 4d), lo que parecería sugerir un activo fomento a la permanencia de las palmas aprovechables en los diferentes sistemas de uso del suelo.


DISCUSIÓN


Las poblaciones de palma amarga en un contexto productivo


Al igual que se registró para otro sitios del Caribe colombiano (CUDESAC y CARSUCRE, 2007), en el municipio de Piojó la palma amarga es de origen silvestre, pero está integrada a los principales sistemas productivos de la región, que incluyen cultivos, potreros para ganado y terrenos en descanso o rastrojos. Luego de la remoción de la vegetación natural, los sistemas agropecuarios instaurados en Piojó mantienen la palma amarga como el componente leñoso más utilizado. Este mismo manejo general ha sido documentado para otras palmas silvestres que son preservadas en diferentes sitios de Colombia, por los productos y beneficios que brindan a los pobladores y a los agroecosistemas (Bernal et al., 2011).


Un tipo de manejo muy similar al que se observó en Piojó ha sido descrito también para Sabal yapa C. Wright ex Becc. y otras especies de Sabal en Centroamérica, donde estas palmas son utilizadas por los indígenas descendientes de los mayas, también como fuente de hojas para techado (Caballero et al., 2001; Caballero et al., 2004). En el caso de Sabal yapa, aunque es una especie de bosque primario, tiene la capacidad de crecer en ambientes perturbados, como los que se favorecen con las prácticas agrícolas ancestrales de tumba, roza y quema, lo cual es aprovechado por los agricultores mayas, quienes dejan en pie los individuos de la palma cuando tumban para establecer cultivos, y aunque muchas de las plántulas y de los juveniles desaparecen por efecto del fuego o del deshierbe, los individuos que persisten se ven favorecidos por una mayor exposición en los sitios abiertos y las poblaciones logran desarrollarse con éxito (Caballero et al., 2004). Bien podemos decir entonces, que Sabal mauritiiformis es también una palma muy elástica y resistente, que es capaz de mantenerse en condiciones de disturbio y por eso ha sido posible que persista en el Caribe en diferentes tipos de uso de la tierra, a pesar de que su hábitat nativo casi ha desaparecido.


Adicionalmente, las densidades registradas para las poblaciones de palma amarga en los sitios de muestreo son bastante más altas que las registradas para la misma especie, en otras localidades de la región Caribe colombiana donde se registran valores de densidad total cercanos a 400 ind/ha (CUDESAC y CARSUCRE, 2007). Así mismo, para S. yapa, en la región mexicana de Yucatán, se registraron densidades de subadultos y adultos cosechables de 21 ind/ha a 67 ind/ha (Pulido y Caballero, 2006), que son mucho más bajas que las encontradas en este estudio. Esto evidencia unas mejores condiciones de manejo en Piojó que en esas otras áreas del Caribe colombiano y en otras áreas con especies emparentadas, que crecen también en bosques secos tropicales y que se usan de manera similar.


Un comportamiento semejante a los hallazgos del presente estudio, lo presentan López-Toledo et al. (2011), quienes en un estudio desarrollado sobre una especie que se aprovecha como material de techado, la palma Brahea aculeata (Brandegee) H.E.Moore, encontraron que los máximos valores de densidad total corresponden a 1250 ± 450 ind/ha y que para las clases aprovechables esta densidad puede remontarse a los 791 ind/ha. Igual que ocurre con la palma amarga, la mayor densidad de individuos se registró en las zonas que están excluidas de perturbaciones agropecuarias, como ocurre en los rastrojos y cultivos.


Por otro lado, aunque no parece haber información contundente, es muy probable que el uso y manejo de la palma amarga sea de origen prehispánico, proveniente de las tradiciones indígenas de la región Caribe, tal como ha sido probado para varias de sus parientes cercanas (Sabal spp.) en la Península de Yucatán en México, donde el uso actual es una herencia del manejo de los mayas (Caballero et al., 2001). Curiosamente, la evolución al uso actual que se ha dado en el Caribe colombiano también es bastante parecido a lo que ha ocurrido en México con las especies de Sabal nativas de allí: la transformación de un uso doméstico de las hojas para el techado de las viviendas a un uso comercial de las hojas para techado de quioscos e infraestructura turística (Caballero et al., 2001).


El uso del suelo y la estructura demográfica de las poblaciones de palma amarga


Los efectos del uso del suelo sobre la estructura de las poblaciones de palmas silvestres han sido ampliamente documentados para varias especies, en estudios donde se demuestra que tanto la agricultura como la ganadería, inducen cambios visibles en la densidad de palmas en cada clase de tamaño, debido a las presiones representadas por actividades como la roza, tumba y quema, el manejo de cultivos, el control de arvenses, el pisoteo y consumo por parte del ganado, entre otros (Uribe et al., 2001; Escalante et al., 2004; Schroth et al., 2004; Thompson et al., 2009; López-Toledo et al., 2011).


En términos generales, los datos de abundancia de la palma amarga en las áreas de muestreo indican que prevalecen las plántulas y que hay un rápido descenso del número de individuos en las demás categorías. Esta condición está directamente relacionada con la capacidad potencial de crecimiento y auto-regeneración de las poblaciones de plantas silvestres, y ha sido registrado para otras especies de palmas (Paniagua-Zambrana, 1998; Thompson et al., 2009; Lara et al., 2012). No obstante, para las poblaciones de S. mauritiiformis en Piojó, la conformación de las curvas tipo II y III descritas por Peters (1996) se explica por la ocurrencia de perturbaciones de gran magnitud o persistentes en escala temporal, que ocasionan una brecha en los procesos de reclutamiento y crecimiento, al punto de impedir que durante un lapso de tiempo nuevas plántulas se establezcan y cuyo efecto se traduce en alteraciones a la estructura poblacional. Esta aseveración se refuerza al observar que incluso los sitios con uso actual de cultivos y rastrojo, muestran curvas tipo I con ciertas deformaciones debidas a la ausencia de individuos en clases intermedias como juveniles y subadultos.


Por otra parte, la gran abundancia de plántulas en los sitios con cultivos indica que en este tipo de uso prevalecen condiciones apropiadas tanto para la germinación de las semillas como para la permanencia de las plántulas. Este escenario a su vez puede explicarse también por la ausencia generalizada de ganado y la presencia de vegetación que evita la irradiación directa del sol y mantiene condiciones adecuadas de humedad en el suelo. Esta última condición es determinante para la germinación de S. mauritiiformis, cuyas semillas requieren de humedad constante en el suelo para germinar, como lo reportan Potvin et al. (2003). Algo parecido ocurre en los sitios con rastrojo, donde la ausencia de perturbaciones constantes ofrece unas características espaciales ideales para la supervivencia y proliferación de las plántulas, de manera que es posible establecer que, tanto los sitios en rastrojo como los de cultivos, son igual de favorables para el reclutamiento de las poblaciones de palma amarga. En un estudio similar, en la región de Sonora (México), se observó que bajo una cobertura vegetal permanente y en ausencia de pastoreo, las poblaciones de la palma Brahea aculeata, usada como material de techado, tenían mejor estructura poblacional que cuando estaban sujetas a alteraciones que involucraban insolación directa y ganado (López-Toledo et al., 2011).


Paralelamente, la similitud en el número de plántulas y otras categorías de tamaño en los sitios con ganadería sugiere que la permanencia de las plántulas es afectada por el pastoreo al igual que ocurre con otras especies de palmas como Chamaedorea radicalis Mart. en el estado de Tamaulipas en México, donde el impacto del pastoreo sobre la estructura poblacional es incluso mayor que el que genera la cosecha de hojas, debido a las altas tasas de mortalidad y a un efecto de retroceso hacia categorías de tamaño inferiores por herbivoría y pisoteo (Endress et al., 2004a; Endress et al., 2004b).


Las prácticas culturales y sus efectos en la estructura poblacional


Tanto los datos de estructura de las poblaciones de palma amarga, como las declaraciones de los productores sobre el manejo de los palmares, indican que las actividades agropecuarias derivan en dos fenómenos espacialmente convergentes: por un lado se trata de una gran mortalidad de plántulas y juveniles asociada a eventos como la eliminación de la cobertura vegetal (de forma mecánica o con fuego) para el establecimiento de cultivos o pasturas, o bien para el control de arvenses. Por otro lado, se favorece a las palmas cosechables sobre las demás categorías durante la remoción de la vegetación, debido a la importancia tradicional y comercial del recurso que proveen.


Una situación semejante se documentó en el Estado de Quintana Roo en México, donde las palmas del género Sabal eran promovidas en sistemas productivos por el interés comercial y cultural que revisten sus hojas (Pulido y Caballero, 2006). Estos mismos autores registraron que las actividades agropecuarias modificaban en buena medida la estructura de las poblaciones de Sabal yapa por incrementos en la mortalidad de individuos de todas las clases de tamaño (Caballero et al., 2004; Pulido y Caballero, 2006).


Adicionalmente, es importante notar que la presencia de individuos en todas las clases de tamaño en una misma área, responde a períodos de abandono de los terrenos, en los que la presión de las prácticas productivas se reduce, e incluso puede desaparecer. Esta situación se hace evidente por ejemplo, en los sitios con ganadería, dónde se observó una gran proporción de palmas subadultas, que sugieren que hubo en el pasado, en esos mismos sitios, condiciones más propicias para la proliferación y establecimiento de nuevos individuos, seguidas de perturbaciones grandes que imposibilitaron la permanencia de los juveniles y de las plántulas. De hecho, la mayoría de las parcelas de ganadería fueron antes sitios con rastrojo o con bosque, donde muy posiblemente había un número importante de juveniles, subadultos y adultos (Tabla 1.), los cuales fueron conservados o resistieron a la deforestación y quema cuando se abrieron los potreros.


Si bien la palma amarga se ha mantenido en la región Caribe debido a su capacidad de crecer en sitios disturbados como los sistemas productivos que se estudiaron aquí, la ausencia de curvas poblacionales ideales en las poblaciones objeto de estudio, refleja que el manejo tradicional de los sistemas productivos que incluyen a la palma amarga, debe orientarse a suprimir las labores destructivas que generan alta mortalidad de los individuos. Y que por el contrario, se deben adoptar prácticas que garanticen poblaciones ecológicamente sanas y productivamente sostenibles. Al respecto May et al. (1985) mencionan que el manejo que reciben las poblaciones de palmas cuando se integran a sistemas agroforestales o silvopastoriles puede incrementar su productividad y garantizar su viabilidad, de manera que la palma amarga puede ser un componente ideal de los agroecosistemas, si se desarrollan prácticas adecuadas.


CONCLUSIONES


La palma amarga (S. mauritiiformis) es una especie silvestre que crece al interior de unidades productivas en todo el Caribe colombiano, principalmente en áreas de colinas, en sistemas de rastrojos, agroforestales y silvopastoriles, donde es manejada para aprovechar comercialmente sus hojas, las cuales se destinan a la elaboración de techos. En estos sistemas, su explotación ocurre sin pautas orientadas a garantizar la viabilidad de las poblaciones y la disponibilidad del recurso en el largo plazo. En la zona de estudio, las condiciones del uso del suelo imprimen diferencias en la densidad de individuos y en la estructura poblacional de la especie, particularmente por procesos de transformación de la cobertura vegetal y pastoreo. Los sistemas de cultivos y rastrojo son más apropiados para el desarrollo de poblaciones saludables en términos de estructura, mientras que el sistema de ganadería, bajo el manejo actual, es el menos adecuado para el mantenimiento de las poblaciones, debido a que interfiere con su regeneración. Teniendo en cuenta esto, si se quiere asegurar una provisión de palma amarga para el futuro, es necesario diseñar estrategias para que se protejan las plántulas y juveniles en los potreros, y para que se mejoren las prácticas culturales en todos los sistemas, especialmente la relacionada con la quema, que es la práctica que parece tener un impacto más negativo en el mantenimiento de las poblaciones de palma amarga. Por último, se recomienda profundizar en los hallazgos documentados en este estudio a través de un seguimiento a la dinámica poblacional de la especie, con el fin de obtener información de corte temporal, que permita diseñar las estrategias de manejo y conservación más adecuadas para la especie.
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RESUMEN



La cacería de subsistencia ha sido una actividad de vital importancia para las comunidades indígenas como fuente de proteína y venta. Se caracterizó la cacería de subsistencia realizada por comunidades de las etnias Piaroa y Curripaco presentes en la Reserva de Biosfera el Tuparro, por medio de registros de caza durante nueve meses de estudio. Se encontró que no hay diferencias significativas en cuanto a especies y número de individuos cazados entre las dos etnias, siendo Artiodactyla y Rodentia los órdenes con mayor aporte respecto al número de individuos, biomasa y riqueza de especies, lo cual fue similar a otros estudios realizados en el Neotrópico. Los Piaroa cazan más frecuentemente cuando los estudiantes llegan de la ciudad al resguardo, mientras que los Curripaco lo hacen para las reuniones evangélicas. El arte de caza más usado por las comunidades de las dos etnias fue la escopeta. Las etnias estudiadas tienen sus zonas de caza en la Reserva de Biósfera El Tuparro, y en ellas, los Curripaco están aprovechando directamente los recursos de su zona núcleo del Parque Nacional Natural El Tuparro.


Palabras clave: Curripaco, Orinoquía, Parque Nacional Natural, Piaroa.





ABSTRACT


Subsistence hunting has been an activity of vital importance to indigenous communities as a source of protein and sale. We characterized subsistence hunting by Curripaco and Piaroa ethnic groups present in the Tuparro Biosphere Reserve, through hunting records over nine months of study. We found no significant differences in species and number of individuals hunted by the two ethnic groups. The orders Rodentia and Artiodactyla contributed the most in terms of number of individuals, biomass and species richness, which was similar to studies to the Neotropics. The Piaroa hunt more frequently when students return to the community lands from the city, while the Curripaco do so for religious gatherings. The hunting method used most often by both ethnic groups was the shotgun. The hunting areas used by ethnic groups are within the RBT, and the Curripaco are utilizing the resources of the Tuparro Natural National Park, the core area.


Keywords: Curripaco, Natural National Park, Orinoquía, Piaroa.





INTRODUCCIÓN


La cacería de subsistencia es una de las actividades más importantes que involucra utilizar recursos faunísticos con el fin de suplir o complementar las necesidades proteícas de las comunidades indígenas, colonos y campesinos en los bosques tropicales (Robinson y Bodmer, 1999). Según Rubio et al. (2000) y Puertas et al. (2003), el estudio de la cacería de subsistencia se realiza con el fin de conocer la forma en que los pobladores utilizan los recursos faunísticos y poder así definir cosechas sostenibles. Esto posibilita poder implementar acciones que permitan prevenir las situaciones de riesgo para las poblaciones de mamíferos cinegéticos. Matallana et al. (2012), indican que la presión de caza y el rápido crecimiento del mercado de carne de monte y de otros productos derivados de animales silvestres hace que en muchas regiones su extracción se convierta en una práctica insostenible, lo que ha llevado a ciertas especies al borde de la extinción. Esta actividad varía considerablemente de una etnia o de un grupo humano a otro (Bodmer y Puertas, 2000) y su estudio requiere tener un conocimiento del contexto sociocultural y económico de la caza (Robinson y Bodmer, 1999; Campos y Ulloa, 2003).


La cacería de subsistencia ha sido documentada en Colombia para áreas protegidas ubicadas en el Chocó, como en el Parque Nacional Natural Utría donde se trabajó con comunidades negras (Rubio, 1996; Castiblanco, 2002). También se han realizado estudios con comunidades indígenas en Amazonas en el Parque Nacional Natural Cahuinarí (Guzmán, 2002; Yepes, 2002), en Guainía en la Reserva Nacional Natural Puinawai (Guzmán, 2005; Tafur, 2010) y entre los departamentos de Antioquia y Córdoba en el Parque Nacional Natural Paramillo (Racero et al., 2008). Otros estudios realizados en la zona de influencia de los parques han involucrado comunidades campesinas, como el caso del Parque Nacional Natural Tamá (Prada, 2008) en Norte de Santander y el Santuario de Flora y Fauna Guanentá-Alto Río Fonce en Santander (Castellanos, 1999).


Actualmente se reconoce que las áreas protegidas convencionales no son suficientes para frenar los procesos de pérdida de biodiversidad. Por ello, se genera la necesidad imperante de incluir la relación humanos-naturaleza en la conservación, con la filosofía de las Reservas de Biósfera (RB). A diferencia de las áreas protegidas que tienen objetivos más convencionales, las RB implican articular diferentes objetivos de gestión como la conservación de la biodiversidad y la cultura, formas de protección, diversos intereses tanto públicos, privados, comunitarios y múltiples manejadores (Bioret, 2001). Por lo tanto, la gestión del territorio a través de las RB, si bien se enmarca en discusiones alrededor de las Áreas Protegidas Nacionales, debe superar los dominios de sus prácticas y marcos conceptuales. Las RB cumplen entonces tres funciones: conservar los ecosistemas y la variación genética; fomentar del desarrollo económico y humano sostenible; y servir de ejemplos de educación y capacitación en cuestiones locales, regionales, nacionales y mundiales de desarrollo sostenible.


Entre las cinco RB que Colombia tiene, la Reserva de Biósfera El Tuparro (RBT) es un importante escenario para el desarrollo y la conservación en la Orinoquía colombiana. Además de estar habitada por colonos y campesinos, alberga resguardos y comunidades indígenas de las etnias Piaroa, Puinave, Curripacos, Guahibo, Amorua y Sikuani que realizan la actividad de cacería de subsistencia (Universidad Nacional de Colombia y Unidad Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales – UAESPNN-, 2006). La cacería se identifica como una de las mayores presiones para la fauna silvestre especialmente en la zona núcleo de la RBT. La actividad se realiza principalmente de forma comercial en la zona nororiental del Parque con destino a Venezuela, donde existe una significativa demanda de carne de monte (Barona y Berman, 2005). Para el sector oriental del PNN El Tuparro, Correa et al. (2005) realizaron una lista de especies cinegéticas con fines comerciales y de subsistencia, al igual que Gómez et al. (2009) para el Resguardo Piaroa de Cachicamo de la RBT. Adicionalmente, Martínez (2014) documentó aspectos sociales, económicos y culturales asociados al manejo de la cacería de subsistencia por comunidades de las etnias Piaroa y Curripaco de la zona oriental de la RBT.


Los Piaroa están establecidos en un Resguardo indígena con reconocimiento oficial, con territorios de caza propios y cuyo manejo es establecido por ellos mismos en una zona destinada al desarrollo sostenible dentro de la RBT. Los Curripaco están ubicados en la zona de amortiguación de la Reserva, contigua a la zona núcleo del PNN El Tuparro y cuyo manejo depende de las directrices de conservación del área protegida y del uso comunal de recursos compartidos con otras comunidades indígenas y grupos humanos.


El propósito del presente trabajo fue caracterizar y comparar la cacería de subsistencia de mamíferos en comunidades indígenas pertenecientes a las etnias Piaroas y Curripacos ubicadas en la RBT. Se buscó responder las siguientes preguntas: ¿cuáles especies son cazadas?, ¿cuál es el volumen de extracción?, ¿cuándo se realiza la caza?, ¿que artes se emplean?, y ¿en cuáles zonas de la RBT se usan?.


MATERIALES Y MÉTODOS


Zona de estudio


El estudio se realizó en la Reserva de la Biosfera El Tuparro (RBT) declarada en el año 1982 por la UNESCO, ubicada en la Orinoquía Colombiana, departamento del Vichada, en los municipios de Puerto Carreño, La Primavera y Cumaribo (Fig. 1). La zona núcleo de la Reserva corresponde al PNN El Tuparro que con una extensión de 5480 km2 abarca cerca del 60 % del área de la Reserva.
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La RBT pertenece a la cuenca del Rio Orinoco donde se destacan los ríos Bita, Dagua, Mesetas, Tomo, Tuparro y Vichada, con otros caños menores que conforman una gran red hídrica (Gómez et al., 2009). Presenta una extensión de 9180 km2 que según la zonificación propuesta por Patrimonio Natural y la Fundación Puerto Rastrojo (2007) se dividen en dos zonas núcleo, dos zonas de amortiguación y cuatro zonas de desarrollo ambiental sostenible.


La RBT es considerada como una zona de transición entre la altillanura, la selva y las sabanas del Escudo Guayanés (Molano, 1998). Su paisaje se caracteriza por una matriz de sabanas naturales altas e inundables donde se encuentran inmersos parches de bosque inundables y de tierra firme y afloramientos rocosos (Patiño et al., 2005). Presenta un régimen de lluvias monomodal con un solo periodo de lluvias entre mayo y septiembre y otro de sequía entre octubre y abril (UAESPNN, 2003; Gómez et al., 2009; Uribe 2009). Su clima se clasifica como tropical lluvioso de sabana, con una precipitación inferior a 60 mm en el mes más seco y un máximo anual de 2500 mm (Gómez et al., 2009). La temporada seca comprende los meses de diciembre a marzo y la lluviosa de abril a noviembre.


La población indígena rural de la RBT se encuentra organizada en seis grandes resguardos legalmente constituidos que corresponden a Caño Guaripa, Caño Hormiga, Caño Mesetas-Dagua, Bachaco, Cachicamo y Guacamayas Maipore, donde se encuentran las etnias Sáliva, Amorúa, Sikuani y Piaroas (Gómez et al., 2009). En áreas aledañas al PNN El Tuparro, sobre el margen venezolano del río Orinoco, hay presencia de varias comunidades indígenas, principalmente de las etnias Piaroa, Curripaco, Puinave y Guahibo (Universidad Nacional de Colombia y UAESPNN, 2006), y actualmente no existen resguardos indígenas ni comunidades asentadas en el parque.


El estudio se realizó con el Resguardo Piaroa de Cachicamo ubicado en la zona de desarrollo sostenible de la RBT (Fig. 1) y con las comunidades Curripaco de Isla Churuata e Isla Peniel ubicadas en la zona de amortiguación de la RBT, próxima al PNN El Tuparro (Fig. 1A). El Resguardo Piaroa está constituido legalmente desde el año 2005 y tiene una extensión de 165,6 km2, mientras que las comunidades Curripaco de Churuata y Peniel están ubicadas en las islas del Raudal de Maipures con un área de 1,5 y 0,16 km2 respectivamente. El número de personas del Resguardo corresponde a 92, agrupadas en diez familias; entre Isla Churuata y Peniel hay 11 familias y un total de 48 habitantes (Martínez, 2014).


[bookmark: f1a]


Los Piaroa tienen una tradición ancestral en la cual el chamán guía a la comunidad, mientras que para los Curripaco esta guía está dada por un pastor cristiano que evangeliza las dos comunidades. Las actividades religiosas son las características más importantes que cohesionan las dos comunidades de Curripaco, además de su proximidad geográfica y los vínculos familiares (Martínez, 2014).


Los Piaroa y Curripaco comparten las mismas actividades de subsistencia, pero solo los Curripaco son recolectores de frutos. La agricultura también se desarrolla con fines comerciales por ambas etnias, pero los Piaroa también obtienen beneficios económicos de los animales domésticos y las artesanías, y los Curripacos sólo de la pesca (Martínez, 2014). Si bien el 83 % de las familias de Isla Churuata recibe un subsidio mensual durante todo el año por parte del gobierno venezolano, el 100 % de las familias de Isla Peniel y del Resguardo Piaroa reciben excedentes económicos de las actividades productivas que realizan de una forma más o menos constante a lo largo del año (Martínez, 2014).


Caracterización de la cacería


Los cazadores consignaron la información de todas las variables en registros de cacería, herramienta que ha sido ampliamente usada como fuente de información primaria en varios estudios con comunidades indígenas del Neotrópico (Bodmer, 1995; Mena et al., 2000; Townsend, 2001; De La Ossa et al., 2001; Zapata, 2001; Puertas et al., 2003). Los registros se efectuaron en formatos consignados en cuadernos que fueron entregados a cada uno de los cazadores de las comunidades. Para su diligenciamiento, preliminarmente se realizó un taller donde se explicó la elaboración de los mismos y su utilidad para el monitoreo de la cacería por parte de los investigadores y funcionarios del PNN El Tuparro. Los registros se llevaron a cabo de mayo a diciembre del 2009 para la comunidad Piaroa y de junio del 2009 a enero del 2010 para las comunidades Curripaco. Cuatro del total de nueve cazadores Piaroa y nueve del total de 12 cazadores Curripaco registraron sus actividades de cacería.


Los registros incluyeron las variables de cacería empleadas en otros estudios del Neotrópico (Townsend, 1999; Ino y Suárez, 2001; Moure, 2001; Miro et al., 2001). Estas hicieron referencia a la composición de la caza tales como el número de especies objeto de caza, empleando como ayuda las guías visuales de Morales et al. (2004) y Emmons (1999) para la identificación de las especies de mamíferos. Además, se consideró el número de individuos cazados y el aporte de biomasa por especie, el número promedio de eventos de caza al mes durante el periodo de estudio, y las artes de caza empleadas. Para cada individuo cazado se registró la fecha de captura, el sexo, el peso total incluyendo huesos y vísceras y la clase de edad como adulto, juvenil o cría.


Para los cálculos relacionados con la biomasa, se estimó un peso promedio para los individuos adultos de cada especie con la información registrada por los cazadores de ambas etnias. Se uso el método propuesto por Cueva et al. (2004) para comparar la importancia de las diferentes especies en términos de aportes de biomasa, donde se dividió la biomasa total aportada por cada especie por el número de individuos capturados de esa especie.


Se calculó la tasa de aprovechamiento, la cual expresa la importancia de la cacería de consumo en una comunidad durante un periodo de tiempo (Redford y Robinson, 1987). Para establecer el consumo diario de carne de monte por persona, se dividió el total de la biomasa por el número de habitantes de cada comunidad sobre el número de días del periodo de estudio, el cual se proyectó a un año de estudio como se realizó en Cuéllar (1999).


Las zonas de caza se determinaron de acuerdo a la ubicación geográfica de los sitios donde se realizó tales como ríos, caños, cerros, lagunas y bosques. Estas fueron ubicadas en mapas topográficos e imágenes satelitales con ayuda de los cazadores y para las cuales se calculó una frecuencia de uso. El área de dichas zonas se definió con base en las distancias promedio de desplazamiento indicadas en cada uno de los eventos de cacería y se estimó la intensidad de cacería como el número de animales cazados de cada especie por km2 en cada una de las zonas de cacería como se sugiere en Gottdenker y Bodmer (1998).


Análisis estadísticos


Se utilizó una prueba estadística de Chi2 para analizar diferencias entre las dos etnias de estudio, respecto a las variables de volumen y temporalidad de la caza.


RESULTADOS


Caracterización de la cacería


Composición


De las nueve especies en total cazadas en la zona, siete cazaron los Piaroa y ocho los Curripaco, siendo especies de los órdenes Artiodactyla y Rodentia las más representativas (Tabla 1). La composición de la cacería fue similar entre las dos etnias excepto en el orden Primates y en el grupo de los ungulados, debido a que los Piaroa no cazaron ninguna especie de primate por su semejanza con el hombre, ni de Mazama murelia (Allen, 1915), y los Curripaco no cazaron Tayassu pecari (Link, 1795) (Tabla 1).


[bookmark: t1]


Volumen


No se encontraron diferencias significativas en el número de individuos cosechados entre las comunidades de las dos etnias en el periodo de estudio (X2 = 4,66; gl = 3; p > 0,05). Para las dos etnias el orden Artiodactyla representó el mayor aporte de biomasa y Rodentia el mayor número de individuos cosechados durante el periodo de estudio (Tabla 1.). La especie con mayor número de individuos cazados y aporte de biomasa fue T. pecari con 12 ejemplares y un total de 300 kg para los Piaroa, mientras que para los Curripaco la especie con más individuos cazados fue Dasyprocta fuliginosa (Wagler, 1832), pero Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) aportó la mayor biomasa (82,5 kg; ver Tabla 1).


Temporalidad y frecuencia


No se encontraron diferencias significativas en el número de individuos cosechados en los meses de estudio entre las dos etnias (X2 = 5,75; gl = 4; p > 0,05). Durante el periodo de estudio los Piaroa realizaron un total de 18 eventos de caza con la obtención de una biomasa promedio de aproximadamente 28,35 kg en cada uno y los Curripaco realizaron 27 eventos de caza obteniendo una biomasa promedio de 13,27 kg.


La mayor intensidad de caza para los Piaroa ocurrió en julio con siete individuos cazados y con el segundo mayor aporte de biomasa dado principalmente por la especie T. pecari. En mayo, junio y noviembre se cazaron cinco individuos por mes y el mayor aporte de biomasa se presentó en mayo con 125 kg (Tabla 2). Las mayores capturas de presas de caza en cuanto a número de individuos y biomasa para la comunidad de esta etnia coincidió con la llegada de los estudiantes, de Puerto Ayacucho-Venezuela, al Resguardo para su periodo de vacaciones de mitad de año.
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Los Curripaco cazaron más en junio con la captura de siete individuos y la mayor biomasa de 82 kg dada principalmente por las dos especies de venados (Tabla 3). Esto se relacionó con la celebración de la santa cena y de la vigila en la que las comunidades de Isla Churuata y Peniel recibieron aproximadamente 30 pobladores de otras comunidades indígenas de Venezuela durante dos días. El segundo mes con mayor intensidad de caza fue noviembre, con seis individuos cazados y una biomasa de 65,48 kg durante el periodo de estudio (Tabla 3).
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Para las dos etnias, la especie más frecuentemente cazada durante los meses de estudio fue D. fuliginosa la cual se obtuvo por los Piaroa en cuatro meses y por los Curripaco en cinco de los ocho meses de estudio (Tabla 2 y Tabla 3). Se evidenció un mayor número de capturas en los meses de junio y julio, lo cual corresponde a la temporada de lluvias.


Artes de caza


La escopeta fue la herramienta de mayor uso para la captura de presas y con la cual se obtuvo la mayor proporción de biomasa durante el periodo de estudio para las dos etnias. Los Piaroa, además de esta herramienta, usaron el machete para capturar de forma ocasional un individuo de Dasypus novemcinctus (Linnaeus, 1758) que estaba cruzando un caño. Los Curripacos usaron una trampa Tomahawk para obtener dos individuos de la especies D. fuliginosa con fines de reproducción en cautiverio, arco y flecha para cazar un individuo de Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) y otro de Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780), y machete con el cual obtuvieron un ejemplar de M. gouazoubira que estaban cruzando el río. El acceso a la escopeta fue diferente en las dos comunidades, ya que mientras esta herramienta estaba disponible para la mayoría de Piaroas, las dos comunidades de Curripaco compartían la única arma que tenían para cazar.


Sexo


En términos generales, el mayor aporte de biomasa y mayor número de individuos cazados para los Piaroa estuvo dado por los machos con 316,7 kg y 19 individuos respectivamente, representando el 62 % del total de la cacería para el periodo de estudio. Los Curripaco también cazaron un mayor número de machos con 18 individuos, pero el 53 % de la biomasa total estuvo dada por las hembras con 190,5 kg. Las comunidades de las dos etnias cazaron una mayor proporción de machos en las tres especies de roedores, mientras que en el caso de los Piaroa en los machos fueron de P. tajacu y O.virginianus y en los Curripaco fueron de D. novemcinctus. Se encontró una proporción de sexo similar en las especies T. pecari y M. gouazoubira en la cacería realizada por los Piaroa y Curripaco, respectivamente.


Clase de edad


Las comunidades registraron la cacería de individuos adultos y juveniles pero no de crías. Los registros de caza de los Piaroa indican un mayor aporte de biomasa de 335,87 kg proveniente de individuos juveniles comparado con los adultos, mientras que los Curripaco cazaron una mayor biomasa de 288,4 kg total representada por los adultos de todas las especies.


Tasa de aprovechamiento


Se obtuvieron tasas similares entre las dos comunidades indígenas. Estas fueron de 0,48 individuos consumidos por persona por año en el caso de los Curripaco y 0,43 para los Piaroa. Para los Piaroa, T. pecari fue la especie con mayor tasa de aprovechamiento anual con 0,375 individuos y 9,38 kg de biomasa consumidos por persona por año. En el caso de los Curripaco fue D. fuliginosa la más consumida en cuanto al número de individuos con un valor de 0,344 y P. tajacu respecto a la biomasa con 2,57 kg aprovechados por persona al año. Se encontró una tasa de consumo diario de mamíferos cinegéticos similar entre las dos etnias que correspondió a 0,03–0,04 kg de carne de monte/persona/día.


Zonas de caza


Se registraron seis zonas de caza tanto para los Piaroa como para los Curripaco, con una extensión de 36,23 km2 y 15,1 km2 respectivamente. Las variables asociadas a las zonas de caza empleadas por las comunidades indígenas Piaroa y Curripaco, durante el periodo de estudio se presentan en la Tabla 4.
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Las zonas de Cerros de Cachicamo, Cerro Águila y Silla de Cristo usadas por los Piaroa obtuvieron la mayor frecuencia de uso con un 25 % cada una, respecto a las demás (Fig. 4A).
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 Los sitios con mayores porcentajes de uso proporcionaron los más altos valores de biomasa dada por el grupo de los ungulados, donde en Cerro Águila se obtuvo una biomasa de 125 kg de T. pecari y en Silla de Cristo 49,5 kg de P. tajacu y 33,5 kg de O. virginianus. Los Piaroa se desplazaron un promedio de 10 km desde al caserío hasta llegar a las diferentes zonas de caza y donde la zona que presentó una mayor distancia fue Piedra Grande a 15 km, mientras que la más cercana fue Silla de Cristo a 4,7 km (Tabla 4, Fig. 2). Las zonas con menores áreas proporcionaron los más altos valores de biomasa, intensidad de caza y número de especies capturadas (Tabla 4). La especie T. pecari estuvo presente en cuatro de los seis sitios de caza reportados por los Piaroa, seguida de D. novemcinctus cuya cacería se realizó en tres zonas.


Los Curripaco usaron sitios de caza más dispersos con una frecuencia de uso del 40 % en 2,82 km2 de zona de frontera donde se ubica su territorio, y un 60 % en el PNN El Tuparro con un área de 12,28 km2 (Tabla 4, Figs. 3 y 4B). Principalmente cazaron en Isla Churuata (30 %), seguida de Caño Lapa (24 %) y Río Tuparro (18 %) (Fig. 4B), sitios que presentaron los mayores valores de biomasa, intensidad de caza y número de especies cazadas. En Caño Lapa e Isla Churuta se obtuvo el mayor aporte de biomasa de 84,4 kg y 86,21 kg respectivamente, los mayores valores de intensidad de caza (16,3 individuos/km2 y 8,9 individuos/km2 respectivamente) y el mayor número de especies siendo de cinco en cada caso, y donde el mayor aporte de biomasa estuvo dado por los venados de monte M. gouzoubira y O. virginuanus, seguido de los roedores C. paca y D. fuliginosa. Los cazadores Curripaco se desplazaron a una distancia promedio de 18 km desde el caserío hasta las zonas de caza, recorriendo una mayor distancia (53,45 km) hasta Caño Peinillas, en el PNN El Tuparro (Tabla 4). Las especies más frecuentes en el territorio de caza para las comunidades Curripaco fueron M. gouazoubira, C. paca y D. fuliginosa, las cuales fueron cazadas en tres de las seis zonas registradas.


Al analizar todas las zonas de caza en conjunto (Tabla 4), se observa que de Cerro Águila se obtuvo el mayor aporte de biomasa, con un total de 148,64 kg representados principalmente por la especie T. pecari. En Caño Peinillas, la zona más alejada del caserío, se capturó exclusivamente P. tajacu luego de recorrer una distancia promedio de 53,45 km. Caño Lapa se caracterizó por tener el mayor valor de intensidad de cacería para cinco especies de mamíferos, representadas principalmente por D. fuliginosa de la cual se obtuvieron 6 individuos/km2. Para esta zona también fue importante la distancia al caserío, la cual representó el segundo valor más alto respecto a las demás zonas.


Las zonas de Isla Carestía, Miramar, Caño Palo Gordo y Piedra Grande generaron los aportes de biomasa más bajos en comparación con las otras zonas y se capturaron de una a dos especies representadas por roedores y ungulados. Isla Churuata, Silla de Cristo y Cerros de Cachicamo se caracterizaron por presentar las menores distancias promedio al caserío, lo que coincidió con los más altos valores en cuanto al número de especies capturadas y cercanía a los conucos de cada comunidad. Estos cultivos ofrecen alimento para las especies cinegéticas y pueden así favorecer la oferta de mamíferos para los cazadores especialmente en el grupo de los ungulados. En el caso de los Piaroa, los conucos están ubicados a aproximadamente dos kilómetros del caserío y se encuentran muy próximos a Silla de Cristo (Fig. 2). Los conucos de los Curripacos se encuentran en las islas de residencia, como es el caso de Isla Churuata y pueden estar incluso a pocos metros de las casas.


Finalmente, Caño Tirita y Río Tuparro presentaron valores similares en la biomasa obtenida y las variables más importantes fueron además del volumen extraído, la intensidad de caza y el número de especies capturadas (Tabla 4).


DISCUSIÓN


Las especies de mamíferos cinegéticos usadas por las etnias de estudio en el sector oriental de la RBT coinciden con las especies objeto de caza descritas en otros lugares del Neotrópico, y fueron similares a las reportadas para otras comunidades indígenas de la Orinoquia (Plata, 2006; Rangel, 2006; Rodríguez, 2006; Vanegas, 2006). Las especies más cazadas por las etnias de estudio y con mayores aportes de biomasa pertenecieron al grupo de los ungulados, lo cual también fue reportado para comunidades indígenas de Curripacos en el Vichada (Rodríguez, 2006) y para los Piaroas (Vanegas, 2006) (Tabla 5), al igual que en otras comunidades Neotropicales (Noss, 1999). El segundo grupo correspondió a los roedores, lo cual también se documentó para los Curripacos en Rodríguez (2006) y en otros estudios en el Neotrópico (Redford y Robinson, 1987; Rubio, 1996; Bedoya, 1999; Robinson y Bodmer, 1999).
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Las tres especies con mayor número de capturas como T. pecari y D. fuliginosa y con mayores aportes de biomasa como T. pecari y P. tajacu, para los Piaroas y Curripacos respectivamente, coincidieron con resultados obtenidos por los Curripacos del Vichada (Rodríguez, 2006), Piaroas del Vichada (Vanegas, 2006) y en otros estudios en el Neotrópico (Bedoya, 1999; Robinson y Bodmer, 1999).


Se encontró una baja captura de primates por los Curripaco; sin embargo, este fue el orden más representativo a nivel del número de especies cosechadas por otras comunidades de la misma etnia en la selva del Matavén (Rodríguez, 2006). Según Vanegas (2006), cazadores Piaroa del Vichada cazaron Alouatta seniculus (Linnaeus, 1766) y Sapajus apella (Linnaeus, 1758), mientras que en el presente estudió la comunidad de esta etnia no registró la caza de ninguna especie de este grupo.


La ausencia de presas del grupo de los primates del presente estudio se relaciona con un tabú en las comunidades indígenas Piaroa, lo cual es similar a lo encontrado por Cullen et al. (2000) con comunidades de colonos en bosques fragmentados del Brasil. Así mismo, ocurrió en comunidades Izoceñas en Bolivia donde no se tenían la costumbre de cazarlos (Noss, 1999) y en comunidades indígenas peruanas, donde Alouatta seniculus y otra especie de primate no fueron cazados por razones de su cosmogonía (Ríos et al., 2004). Sin embargo, en el presente estudio se han obtenido resultados diferentes a los obtenidos en otras 16 comunidades de la Amazonía, donde el grupo de los primates fue el más cazado según Redford y Robinson (1987) y Rubio (1996). Por ejemplo, en las comunidades Ticuna del Amazonas, la alta tasa de aprovechamiento de primates se relacionó con la sobre-explotación de las especies (Bedoya, 1999).


El volumen de caza se relaciona con la intensidad con la que una comunidad practica sus actividades como pesca, agricultura, recolección o caza; y también influye en la cantidad de los recursos que la comunidad consume (Townsend, 1999). Considerando que las comunidades Curripaco tienen un menor número de habitantes, la obtención de un volumen similar entre las dos etnias de estudio indica que la cacería es más importante para ellos, comparada con los Piaroa que además tienen mayor disponibilidad de otras fuentes de proteína derivada de los animales domésticos. Una mayor cantidad de eventos de caza realizados por los Curripaco respecto a los Piaroa se puede relacionar con la facilidad de desplazamiento a los sitios de caza que permiten una mayor frecuencia de la cacería y mayor número de cazadores. La frecuencia de caza y la biomasa obtenida por cazadores Piaroa y Curripaco fue menor que lo encontrado en otras comunidades de las mismas etnias y en aproximadamente el mismo tiempo de estudio (Rodríguez, 2006; Vanegas, 2006). Esto puede deberse a la disponibilidad que tienen las comunidades objeto de estudio de usar otras fuentes de proteína como animales domésticos y pescado.


Las diferencias encontradas en la composición y volumen en el presente estudio respecto a lo encontrado en otras investigaciones pueden deberse a que no todas las especies son aprovechadas todos los años, o se encuentran distribuidas en espacios naturales diferentes a lo largo del año (Walshburger, 1990). Se ha comprobado que la zona de estudio presenta una baja densidad de mamíferos debido a la baja productividad de sus suelos, tal como se indicó en Gómez (2010) donde se encontró una baja abundancia de P. tajacu en dos Parques Nacionales del escudo Guayanés colombiano incluido el PNN El Tuparro, la cual fue menor en comparación con otras regiones de la Amazonía.


El presente estudio se realizó en la temporada de aguas altas donde se producen inundaciones que reducen los espacios para la fauna principalmente terrestre haciendo que aumente su densidad (Reyes et al., 1997). La inundación de zonas boscosas y de sabana permite a los cazadores ingresar en sus embarcaciones a zonas más lejanas y menos accesibles (Rodríguez, 2006). A pesar de que en esta época hay entonces una mayor disponibilidad de fauna cinegética, el volumen de la caza fue menor que el encontrado en otras zonas por las razones ya mencionadas y que quizás sea mucho menor si el estudio se realiza en la época seca, ya que los animales se dispersan, su densidad baja y es más difícil cazarlos (Aquino et al., 1999). Además, los periodos hidrobiológicos también influyen en la pesca como fuente de proteína alternativa a la cacería, ya que en aguas altas los peces tienen más área para desplazarse y se dispersan más por zonas inundadas lo cual disminuye las capturas y propicia la caza de animales terrestres de monte (Reyes et al., 1997).


En cuanto a las artes de caza, la escopeta ha sido identificada como la herramienta más eficiente para la cacería (Hames, 1979; Yost y Kelly, 1983; Campos, 1987; Alvard, 1995; Bedoya, 1999; González, 2003). El uso de esta técnica ajena a las herramientas de caza tradicionales de las comunidades indígenas puede ocasionar extinciones locales rápidamente (Bodmer et al., 1997). Sin embargo se ha documentado que el desplazamiento de las artes tradicionales por la escopeta puede contribuir a disminuir la presión sobre las poblaciones silvestres, donde la consecución de municiones, pólvora y fulminantes es escasa o de difícil acceso (González, 2008) tal como se indica con las comunidades de estudio. Los altos precios de las municiones para las escopetas regulan la cacería, ya que cuando no hay dinero para la munición, no hay forma de cazar, lo cual puede actuar como una forma de control para la cacería (Osorno et al., 2014).


Un menor uso de hembras documentado en las comunidades Curripaco y Piaroa del presente estudio, y que fue similar a lo encontrado por Rodríguez (2006) para la etnia Curripaco del Matavén, puede ser beneficioso para las poblaciones de mamíferos. En términos de conservación de recursos de fauna la restricción de cacería de las hembras quizás originado en un control por la comunidad, puede ser beneficioso para especies que se reproducen rápidamente como los armadillos, ya que ellas pueden producir crías y reemplazar a los animales cazados (Noss, 1999).


Las etnias estudiadas presentaron una baja tasa de aprovechamiento, comparado con los 2,2 mamíferos cazados al año por otras comunidades Curripacos del Matavén (Rodríguez, 2006). La tasa de aprovechamiento de mamíferos por los Piaroas en la selva del Matavén fue de 0,84 (Vanegas, 2006), más cercano a lo obtenido con las dos etnias de estudio. Se han reportado tasas de aprovechamiento de 6,20 incluyendo aves, reptiles y mamíferos en comunidades Ticunas (Bedoya, 1999); valores de 7,1 para los Puinaves (Guzmán, 2005) y 1,48 para los Sikuani (Plata, 2006).


La tasa de aprovechamiento anual de mamíferos de las comunidades de estudio que fue de 30-40 gr/persona/día, fue inferior a lo reportado en comunidades indígenas del Amazonas estudiadas por Osorno et al. (2014) y García (2005) y en Curripacos indicados en Vanegas (2006), donde los valores de ingesta de fauna silvestre contemplando anfibios, reptiles, aves y mamíferos fue de 45,7, 78,7 y 72 gr /persona /día respectivamente. Los resultados encontrados son similares a los valores reportados en Vargas-Tovar (2014) donde se indica un consumo de carne de monte derivada de aves y mamíferos para comunidades donde la principal fuente de alimento es el pescado, de 32,2 gr/día/persona.


Asumiendo que el 20 % de la biomasa derivada de los mamíferos corresponde a proteína (FAO, 1998), en nuestro estudio la proteína diaria aportada por los mamíferos cinegéticos sería de 8 gr/persona/día. Considerando los referentes de consumo mínimo diario de proteína para la población rural de Colombia donde se recomienda 62,4 gr/persona/día para el año 2011 (FAO, 2014) o 75 gr/persona/día/hombre y 56,25 gr/persona/día/mujer (Ministerio de Salud e ICFB, 1999), los resultados obtenidos indican que los mamíferos son una fuente complementaria de alimento para las comunidades Curripaco y Piaroa, que cubre un poco más del 10 % del valor proteico mínimo recomendado. Para comunidades indígenas del Amazonas estudiadas en van Vliet et al. (2014), el consumo de carne de animales silvestres incluyendo todos los grupos faunísticos representó aproximadamente el 72 % de la ingesta de proteínas en los hogares.


Las variables que presentaron mayor variación en las zonas de caza fueron la distancia al caserío, seguida de la biomasa e intensidad de caza. El reducido tamaño de las islas de residencia de los Curripaco hace que los cazadores deban buscar otros sitios de caza. Ellos emplearon zonas de caza asociadas a caños y ríos, similar a las zonas de caza reportadas para Curripacos del Matavén, donde estuvieron asociadas a un cuerpo de agua y parte de tierra firme (Rodríguez, 2006). La ubicación de las zonas de caza pudo influir en el número de eventos realizados durante la época de estudio. Los Piaroa requieren de un mayor esfuerzo físico para desplazarse por vía terrestre a través de la sabana hasta sus sitios de caza, mientras que los Curripaco pueden acceder fácilmente por vía fluvial a los diferentes sitios, lo cual se favorece por los subsidios del gobierno venezolano para la obtención de embarcaciones y combustible.


CONCLUSIONES


Se generó información sobre el uso de un recurso en un territorio ancestral que permite la pervivencia de las culturas a través del tiempo y que es producto del conocimiento tradicional y ecológico del entorno. El documentar las zonas de caza que están siendo usadas en la Reserva genera argumentos válidos de planificación relacionados con instancias de ordenamiento territorial de la misma o del PNN El Tuparro. La descripción de la cacería de las comunidades Piaroa y Curripaco genera una línea base que puede ser retomada bajo espacios de participación comunitaria que apoyen la gestión de la Reserva y del Parque.


Se evidenció la importancia de la reserva de Biósfera como una fuente de recursos alimentarios para las comunidades locales, demostrando el papel de esta figura en el suministro de servicios ambientales a nivel local y regional. El hecho de que se esté realizando cacería en la zona núcleo de la Reserva, en el PNN El Tuparro, se convierte en una oportunidad para desarrollar estrategias de manejo basadas en el uso local para fortalecer la figura de la Reserva.


El traslape de uso en la zona núcleo de la RBT permite reivindicar la importancia del aprovechamiento de las recursos por parte de comunidades que han usado el territorio de forma ancestral. Esto se constituye en una excelente oportunidad para implementar acuerdos de uso, que son fundamentales para el manejo de un entorno donde ni la fauna ni las comunidades locales tienen fronteras o límites para el uso del territorio en el cual subsisten.

Se puede fortalecer la conservación de los recursos cinegéticos implementando acciones de manejo por medio de la coordinación institucional de las autoridades ambientales competentes presentes en el municipio de Puerto Carreño, para la regulación de la cacería ilegal en el Resguardo Piaroa. Por otra parte, el PNN El Tuparro puede promover y facilitar el manejo comunitario de la fauna con varias comunidades indígenas que hacen uso de los recursos de la zona núcleo de la RBT, lo cual beneficiaría a las comunidades de Isla Churuata y Peniel.
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ABSTRACT


Biological collections in natural history museums serve important purposes to the scientific community and the general public, however, their value and utility might be diminished by biodeterioration. We studied a biological collection that represents more than sixty years of avifauna sampling of Colombia, the country with the highest bird diversity. An initial inspection of the collection showed that the general appearance of some specimens was compromised by mold-like growth on their surfaces. We aimed at (i) identifying the taxonomic affiliation of these fungi, (ii) evaluating their cellulolytic activity, and (iii) probing chemical agents that could be utilized to control their growth. The most common fungi genera were Aspergillus, Penicillium, Chaetomium, and Trichophyton, most of which can degrade cellulose. Zinc chloride and salicylic acid showed to be effective fungicides. Based on this, we propose some actions to control the fungi-pest in this biological collection of birds.


 Keywords: Bird collection, cellulolytic activity, fungi, fungicides, museum.




RESUMEN


Las colecciones biológicas en los museos de historia natural juegan un papel importante tanto para la comunidad cientifica como para el público en general. Sin embargo, su valor y utilidad pueden verse afectados por la biodeterioración de sus ejemplares. Se estudio una colección biológica de aves que representa más de sesenta anos de esfuerzo de muestreo de la avifauna del pais más rico en aves. Una inspección inicial mostró que la apariencia general de algunos de los especimenes de la colección se encontraba afectada por hongos. Los objetivos de este estudio fueron (i) identificar la afiliación taxonómica de los hongos, (ii) determinar la actividad celulolítica y (iii) probar agentes químicos que puedan ser utilizados para controlar su desarrollo. Los géneros de hongos más comunes fueron Aspergillus, Penicillium, Chaetomium y Trichophyton, de los cuales la mayoria presentan la capacidad de degradar celulosa. Adicionalmente, el cloruro de zinc y el ácido salicilico actuaron como fungicidas efectivos. De acuerdo con en estos resultados proponemos algunas acciones para controlar la contaminación por hongos en la colección de aves.


Palabras claves: Actividad celulolitica, colección de aves, fungicidas, hongos, museo.





INTRODUCTION


Biological collections store the past and present ofworldwide biodiversity. They are unique examples of the evolutionary lineages extracted from the natural environment. Every specimen represents the long-term efforts of researchers as well as an investment of public funds. Their value as a whole increases when it is realized that contrary to art collections, where a unique piece is the focus, biological collections encompass many specimens of the same kind in order to reflect the natural variation present within populations and species (Simmons and Munoz, 2005; Lewis, 2008). These collections play important roles in educational purposes and biodiversity research (Lee and Balick, 2007; Delgadillo and Góngora, 2009). They can guide us in studying evolution, biological invasions, environmental and climate change, pathogens, vectors of disease, and conservation decision-making (Ponder etal., 2001). Many publications in ecology and evolutionary biology provide evidence for this, as they heavily rely on work previously done on biological collections. Therefore, conserving biological collections saves both institutions and taxpayers hundreds of millions of dollars per year (Páez, 2004; Suárez and Tsutsui, 2004).


Currently, budgetary shortfalls are not the sole threat to biological collections. Biodeterioration caused by bacteria, fungi, arthropods, and rodents threats cultural and natural heritage worldwide (Simmons and Munoz, 2005; Sterflinger, 2010). Fungi are especially problematic because they can degrade a wide array of biological compounds. Their preferences for keratin- and cellulose-based material, in addition to their great dispersal capability via spores and resistance to adverse environmental conditions, make them a pest hard to deal with (Saddler, 1985; Btyskal, 2009). Fungi cannot only corrode, color and digest organic materials, they can also cause allergies and respiratory problems in museum staff (Merritt, 2007). Their control demands active removal and reduction of growth rate and spore load in storerooms. Diverse chemical agents are commonly used to achieve this, but non-toxic alternatives are constantly pursued to avoid damage to biological specimens as much as possible (Knell, 1994).


Bird beaks, claws, scales, and feathers are characterized by the presence of keratin proteins (Frenkel and Gillespie, 1976; Sawyer et al., 2000). Wood supports, which bird specimens generally lay on, are a rich source of cellulose. Thus, museum material derived from animals is particularly vulnerable to biological attack due to its high carbohydrate and protein composition (Keopannha, 2008). Some surveys in biological collections and poultry birds have identified Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Trichophyton, Chrysosporium, and Rhizopus as the most common fungi genera present in their surfaces (Grunder et al., 2005; Shabbir et al., 2007). Among them, Penicillium, Aspergillus, and Rhizopus contain species with reported cellulolytic activity (Jahangeer et al., 2005; Devi and Kumar, 2012; Khokhar et al., 2012; Damaso, 2012).


We aimed at identifying the taxonomic affiliation of fungi isolated from bird specimens from the biological collection at Museo Universitario de la Universidad de Antioquia (MUUA). This collection represents 60 years of avifauna samples from Colombia, the country with the highest avian diversity in the world (Donegan et al., 2014). Having first diagnosed the fungi responsible for biodeterioration, we then evaluated their susceptibility to two previously reported low-toxicity chemical agents. We also evaluated the cellulolytic activity of these fungi. Interpretation of the results allowed us to propose actions to control the bird collection fungi-pests.


MATERIALS AND METHODS


Sampling


The storeroom where the MUUA bird collection is found also harbors other vertebrate collections. This space is interconnected with other major rooms and lacked an adequate ventilation system, its temperature ranged between 23.0-26.4 °C and humidity between 60.6-74.4 %. In total, 423 specimens were visually inspected for damages to their wood supports, as well as for any injury in their legs, feathers, and beaks. Samples were taken from specimens determined to have lesions that affected their general appearance and overall integrity; a specimen might have had more than one lesion. An injury was qualitatively defined as any visual sign of fungal or mold-like growth on the surface of the specimen that compromised its general appearance. These injuries stood out as major irregularities of the general pattern of the wood base, bird legs, feathers, or beak textures. Two methods were used for sampling depending on the type and location of the lesion: rubbing the affected region with sterile cotton swabs, or scraping harder surfaces with a sterile razor. Once samples were removed from the affected region of the specimen, they were then stored in sterile test tubes or Petri dishes for their subsequent transportation to the laboratory.


Identification


Taxonomic characterization of isolated fungi was carried out based on macroscopic and microscopic morphological features, using well established taxonomic keys (Ellis, 1971; Rebell and Taplin, 1974; Samson et al., 1984; Domsch and Gams, 1993; Barnett and Hunter, 1998; Gams et al., 1998; Ulloa and Hanlin, 2000; Klich, 2002). To observe the macroscopic traits, we inoculated fungi on Czapek solid media. For the microscopic traits, individual slides for each isolated fungus were prepared using lactophenol blue and subsequently observed through the optical microscope.


Cellulolytic activity assessment


We screened a sample of 20 morphotypes looking for cellulolytic activity; they were selected based on the previously reported cellulolytic activity and prevalence of their genera among the total isolates (Peciulyté, 2007). A mycelial plug from five days old potato dextrose agar culture was inoculated on the center of a Petri dish containing carboxymethylcellulose (CMC) agar (2.0 g/L NaNO3, 1.0 g/L K2HPO4, 0.5 g/L MgSO4, 0.5 g/L KCl, 2.0 g/L carboxymethylcellulose sodium salt, 0.2 g/L peptone, and 17.0 g/L agar) (Kasana et al., 2008). Then, the CMC dishes were flooded with Gram's iodine (0.7 g/L KI and 0.3 g/L iodine) to reveal hydrolysis either after six days of inoculation or as soon as the colony reached 50 mm in diameter. Hydrolysis was evidenced by a zone of clearance around the colony. Fungi that were positive for hydrolytic activity were further selected to quantify their cellulolytic activity. As described above, three replicates of each selected morphotype were inoculated in different CMC agar dishes and revealed with Gram's iodine. The width of the hydrolysis area was measured five times per replicate per isolate. Fungal growth from the center of the plates was recorded daily to calculate the growth rate in Sabouraud and CMC agar. We used a strain of Aspergillus niger, whose cellulolytic activity was previously verified, as positive control.


Evaluation of fungicides


Two previously reported low-toxicity fungicides, zinc chloride (ZnCl) and salicylic acid, were assessed for their effect on the isolated fungi from the bird specimens (Babich and Stotzky, 1978; Hadi and Balali, 2010). Twenty fungal isolates, covering the total taxonomic diversity, were subjected to fungicide evaluation. In order to test the susceptibility of the samples to those chemical compounds, a small disc of 8 mm in diameter extracted from a Sabouraud agar culture of each selected isolate was inoculated on Petri dishes containing Sabouraud agar medium with either 10 mM ZnCl or 4 mM salicylic acid. The fungicides were added to the medium after autoclaving it and just before pouring it into Petri dishes. As negative and positive controls, the isolated fungi were also inoculated in plain and Benomyl-containing (3 g/L) Sabouraud agar medium, respectively. Each treatment consisted of five replicates per isolate. Fungal growth was recorded daily for nine days and growth rate was measured as mm/day. The percentage of growth rate reduction produced by fungicides was calculated as the difference between the growth rate in plain Sabouraud agar medium and fungicide-containing medium divided by the growth rate in plain Sabouraud agar medium and then multiplied by 100.


RESULTS


Fungal richness


We identified 187 damages in 161 out of 423 bird specimens, of which 26 had more than one injury. Most of them occurred in wood supports (53.5 %) and legs (40.6 %), and to a lesser extent in plumage (4.8 %) and beaks (1.1 %).

Injuries were not diverse in aspect. They were primarily pale, gray shaded, flat, scabby, or downy. Their diameters ranged between 3-50 mm. At least 25 fungal species were represented by 86 isolated morphotypes. Of these, 64 % were identified at species level and 30.2 % at genus level only (Table 1). Isolated morphotypes came mainly from wood supports (58.1 %) and legs (39.5 %). Seven specimens had more than one fungal species. The most common genera were Aspergillus (45 %), Penicillium (15.3 %), Chaetomium (10.6 %), Trichophyton (9.4 %), and Trichoderma (7.1 %). The most common species were Aspergillus fumigatus (16.5 %), Aspergillus flavus (7.1 %), and Penicillium expansum (7.1 %). Two anamorphic fungi did not sporulate and two dermatophyte-like fungi could not be identified.
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Cellulolytic activity


We detected cellulolytic activity in 11 out of the 20 tested morphotypes. Four of them exceeded A. niger (control) cellulolytic activity: A. flavus (H-01), A. fumigatus (H-85), Penicillium citrinum (H-51), and P. expansum (H-08) (all p<0.05, Student's t-test). Aspergillus flavus (H-10) and P. expansum (H-14) activity was nearly the same as that of A. niger (p = 0.41 and 0.12, respectively) (Fig. 1). All morphotypes exceeded A. niger growth rate in CMC agar. Although growth rate in CMC agar was on average 34.7 % lower than in Sabouraud agar medium, P. expansum (H-08) grew 9.8 % faster in CMC agar than in Sabouraud agar.
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Fungicide effect


Zinc chloride was the most effective fungicide, it diminished fungal growth rate in all tested morphotypes (all p<0.05; Student's t-test). Salicilic acid diminished it in all morphotypes as well, except A. flavus (H-10; p = 0.18, Student's t-test), P. expansum (H-14; p = 0.53, Student's t-test), P. nalgiovensis (H-23; p = 0.09, Student's t-test), and T. harzianum (H-20; p = 0.13, Student's t-test). Zinc chloride and salicilic acid reduced the growth rate in 81.2 % and 49.2 % on average, respectively. The salicylic acid effect was greater than the ZnCl only in P. citrinum (H-51), Aspergillus oryzae (H-69), and Heterosporium sp. (H-84) (Fig. 2). Benomyl (positive control) reduced fungal growth rate by 95 % on average for all morphotypes except Curvularia sp. (H-29; 68 %).
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DISCUSSION


Reports of fungi affecting birds are common, but according to our review, no survey has been conducted on bird collections.


We identified some genera, such as Aspergillus, Chaetomium, Chrysosporium, Cladosporium, Curvularia, Penicillium, Trichoderma, and Thichophyton, that have been previously isolated from free-living and poultry bird feathers (Pugh, 1972; Kaul and Sumbali, 1999; Deshmukh, 2004; Grunder et al., 2005). Those genera represent 91 % of isolated morphotypes. Most of them have also been associated with air contamination of museum's indoor environments (Arya et al., 2001; Shabbir et al., 2007; da Costa et al., 2011). This suggests that the fungi affecting the MUUA bird collection could come from both airborne spores and specimens themselves.


A sample of 11 fungi, representing 77 % of isolated genus diversity, exhibited cellulolytic activity. Nearly half of them exceeded or matched the cellulolytic activity of a control cellulolytic strain. These results suggest that the persistence ofthe MUUA bird collection's fungal contamination is mainly being driven by fungi that are able to degrade cellulose. Those environmental fungi found a rich cellulose substrate in the wood supports on which most of the avian specimens lay and from which more than a half of the injuries come from. The capability to degrade cellulose is not restricted to fungi, as some bacteria and insects produce cellulases too (Watanabe and Tokuda, 2001). However, fungi are especially ubiquitous due to the ability of their spores to facilitate the permanent colonization of new substrates. This scenario is favored by specimens being stored in close proximity to each other within interconnected cabinets. Although not tested here, keratin preference of some isolated fungi can also be responsible at some extent for fungal contamination and persistence. Indeed, some genera reported here, such as Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Chrysosporium, Curvularia, Penicillium, Pestalotia, Syncephalastrum, Trichoderma, and Trichophyton, contain keratinolytic species (Btyskal, 2009). Keratin rich bird body parts like claws, beaks, feathers, and scales are ideal substrates for keratinolytic fungi (KorniWowicz-Kowalska and Bohacz, 2011).


Regardless of whether the cellulolytic or keratinolytic activity favor fungal contamination, an integrated pest management control program should focus on air quality monitoring in order to identify the optimal temperature, relative humidity, and other relevant environmental variables that might lead to a reduction in air-spore load (Abe and Murata, 2014). A temperature below 20 °C and humidity below 65 % is recommended to prevent the growth of fungi (Simmons and Munoz, 2005). This necessity is strengthened when it is considered that all fungal spores may be allergenic, especially those belonging to Aspergillus and Penicillium genera, which sum up 60.5 % of identified fungi (Kurup et al., 2002). If actions are not taken, an increase in biodeterioration of biological collections can be a hazard to the health of museum staff and visitors. This biological contamination in buildings can trigger temporal mucosal, skin, and general problems in workers, as is predicted by the sick building syndrome (Li and Yang, 2004).


A pest-control program should contemplate appropriate storage facilities for preventing contamination, as well as constant surveillance of specimens for accidental moldlike growth (Knell, 1994). Furthermore, lesions caused by occasional contaminations can be treated with fungicides that kill or retard fungal growth. In this study, we have shown the effectiveness of two low-toxicity chemical agents that significantly slow down the growth rate of fungal genera isolated from bird specimens. Incipient lesions can be controlled by spraying 10 mM ZnCl, which acts by interacting with sulfhydryl groups of proteins and altering their functions in the fungus (Xu and Imlay, 2012). Alternatively, salicylic acid disrupts ion transport within fungal cells (Amborabé et al., 2002). They have been effective controlling other fungi genera applied in solid and liquid media (Amborabé et al., 2002; Malachová et al., 2011). These two different fungicides emerge as promising candidates that can be implemented in bird biological collections, thus reducing risks to the health ofthe museum's staff. Although ZnCl was more effective that salicylic acid, the latter is nearly 40 % cheaper, being a cost-effective alternative.


CONCLUSIONS


Our study is the first survey done on a bird biological collection aimed to both identify fungi causing deterioration and characterize the properties that could be responsible for their colonization and persistence. We identified at least 25 fungi species, most of which were able to degrade cellulose. Target low-toxicity chemical fungicides reduced fungal growth rate to different extents. Further research should address the ecological aspects of the contamination, such as the provenance of fungi (environmentally acquired post-fixation or bird-indigenous pre-fixation), the relative contribution of fungi's ability to degrade cellulose, lignin, and keratin to the persistence of contamination, and the possible interactions among the surface microbiota on preserved bird specimens. The present study has opened up interesting new lines of research that will eventually contribute to the understanding of contamination dynamics in biological collections. It also offers a practical solution by proposing a set of strategies that can be implemented in a cost-effective manner in a small, local, and budget-limited university museum.
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RESUMEN


La via de senalización Notch se caracteriza por mediar la comunicación célula-célula, regulando diferentes procesos celulares como proliferación, apoptosis y definición del destino celular. Esta via ha sido implicada en el desarrollo de estructuras craneofaciales como paladar, diente y bóveda craneal. El objetivo de esta investigación fue identificar los patrones de expresión de los genes componentes de la via Notch, Serrate1 y Notch1, durante el desarrollo del tercio medio facial. Se utilizaron embriones de pollo (Callus gallus) seleccionados de acuerdo a los criterios de Hamilton y Hamburger y sobre los cuales se realizó hibridación in situ con ribosondas marcadas con Digoxigenina (DIG), para luego ser detectadas con anticuerpos Anti-Dig. Los resultados mostraron expresión de los genes evaluados, en las prominencias maxilares (pmx) y frontonasal (pfn) durante el desarrollo del tercio medio facial. Estos resultados sugieren una probable participación de la via Notch a través de estos genes, en los diferentes procesos celulares que determinan la morfogénesis y el desarrollo del tercio medio facial.


Palabras clave: Desarrollo facial, Notch1, prominencia frontonasal, prominencias maxilares, Serrate1, via de senalización Notch.




ABSTRACT


The Notch signaling pathway is characterized by mediate cell-cell communication, regulating different cellular processes as proliferation, apoptosis and cell fate definition. This pathway has been implicated in craniofacial structures development as palate, teeth and cranial vault. The objective of this research was to identify the genes expression patterns of some Notch signaling pathway components, Serrate1 and Notch1, during the midface development. It was used chicken embryos (Callus gallus) selected according to Hamilton and Hamburger criteria. We performed in situ hybridization with Digoxigenin (DIG)-labeled riboprobes and detected with the antibody Anti-Dig. The results showed the expression of the evaluated genes in the maxillary (pmx) and frontonasal (pfn) prominences during the midface development. These results suggest a probable involvement of the Notch pathway through these genes in different cellular processes that determine midface morphogenesis and development.


Keywords: Facial development, frontonasal prominence, maxillary prominences, Notch signaling pathway, Notch1, Serrate1.





INTRODUCCIÓN


La estructura craneofacial es de gran interés dada la complejidad de su morfogénesis y de las malformaciones que en esta región se generan (Chai y Maxson, 2006). La necesidad de entender los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el desarrollo normal y patológico de las estructuras craneofaciales, ha llevado al uso de diferentes modelos animales como ratón, pez y pollo (Szabo-Rogers etal., 2010). Los embriones de aves son útiles para estudios embriológicos dado que son amniotos y por eso más relacionados con humanos y ratones, que con peces y anfibios (Buchtová et al., 2010). En todos los amniotos, un conjunto de huesos intramembranosos separados se condensan para formar el maxilar superior (Lee et al., 2004). Adicionalmente, la disposición de las prominencias faciales alrededor de la futura cavidad oral es caracteristica en vertebrados complejos como mamiferos, reptiles y aves (Lee et al., 2004), razón por la cual el embrión de pollo es un modelo adecuado para estudiar la morfogénesis del tercio medio facial y en alguna medida, extrapolar los resultados al humano.

El desarrollo facial en humanos tiene lugar a partir de la cuarta semana de vida intrauterina, correspondiente al estadio HH19 en pollos, cuando la cavidad oral primitiva está limitada por cinco prominencias faciales (Will y Meller, 1981; Jiang et al., 2006; O'Rahilly y Muller, 2007). En la región más rostral al estomodeo o cavidad oral primitiva, se sitúa una prominencia simétrica e impar, la prominencia frontonasal (pfn), la cual está en intima relación con el prosencéfalo. Lateralmente, el estomodeo está limitado por un par de prominencias maxilares (pmx) y, caudalmente por otro par llamadas prominencias mandibulares (pmd) (Jiang et al., 2006). Estas prominencias están constituidas por una cubierta interna de endodermo, una externa de ectodermo y un centro de mesénquima. La mayor parte del mesénquima craneofacial es derivado de las células de la cresta neural craneal (CCNC), con una contribución más pequena de células del mesodermo paraxial cefálico (Noden y Trainor, 2005; Noden y Schneider, 2006; O'Rahilly y Muller, 2007). Las CCNC darán lugar entonces a las estructuras esqueléticas del viscerocráneo y de la base de cráneo anterior, neuronas de los ganglios craneales, cartilago y tejido conectivo facial, mientras el mesodermo paraxial, contribuirá a la formación del endotelio vascular y la musculatura facial (Creuzet et al.,2005).


A medida que avanza el desarrollo embrionario, las prominencias faciales van diferenciándose morfológicamente y creciendo, hasta que contactan y se fusionan dando como resultado una morfologia facial definida. Al finalizar la sexta semana en humanos y el estadio HH29 en pollos, las pmx y la pfn se han contactado y fusionado para posteriormente dar lugar al desarrollo de la región intermaxilar, cartilago prenasal y hueso nasal en pollos y, a estructuras homólogas en humanos, el paladar primario, huesos nasales y labio superior (Will y Meller, 1981; Jiang et al., 2006).


El desarrollo de las prominencias faciales al igual que el resto de estructuras craneofaciales, es resultado de la interacción epitelio-mesenquimal orquestada por diferentes vias de senalización como FGF, BMP, SHH, WNT y Notch (Wedden, 1987; Valsecchi et al., 1997; Lan et al., 2006; Paiva et al., 2010; Wang et al., 2011).

La via de senalización Notch está implicada en el desarrollo de varias estructuras del sistema cardiaco, auditivo y nervioso, entre otros (MacGrogan et al., 2010). Esta via, a través de un mecanismo de comunicación célula-célula, regula procesos celulares como apoptosis, proliferación, diferenciación y definición de destino celular (Fiuza y Arias, 2007). Este mecanismo de senalización es conservado evolutivamente en vertebrados e invertebrados, funcionando de forma similar en todos los metazoarios (Perdigoto y Bardin, 2013). Ejemplo de esto es que los receptores Notch han sido encontrados en Drosophila (Notch), en Caenorhabditis elegans (lin-12 y glp-1) y en vertebrados (Notch1-4). De la misma forma, los genes que codifican para los ligandos Delta/Serrate se han aislado en Drosophila (Delta y Serrate), C. Elegans (lag2 y apx-1) y en vertebrados (Delta like 1, 3 y 4, Jagged/Serrate 1 y 2) (Mitsiadis et al., 1997; Perdigot y Bardin, 2013).


Estudios que han analizado la secuencia de los ligandos Serrate en pez cebra (Danio rerio), han determinado que su estructura dominante es similar al ligando Serrate de Drosophila y a los Jagged/Serrate de los tetrapodos (Lissemore y Starmer, 1999).


Varios genes componentes de la via Notch han sido implicados en el desarrollo de estructuras craneofaciales. Por ejemplo, Notch1, el gen que codifica para el receptor Notch1, ha sido involucrado en el desarrollo del paladar secundario y de la mandibula (Casey et al., 2006; Loomes et al., 2007). Otro de los genes involucrados en el desarrollo de estructuras craneofaciales es el gen Jagged1 (Serrate1 en polloj. Este gen codifica para un ligando de esta via, regula la diferenciación de las células osteogénicas de las suturas craneales en desarrollo y su mutación se ha visto relacionada con craneosinostosis (Yen et al., 2010). Adicionalmente, en pacientes con sindrome de Alagille se ha identificado una haploinsuficiencia del gen Jagged1 (Krantz et al., 1998). Los pacientes con este sindrome se caracterizan por presentar alteraciones craneofaciales como: frente amplia, barbilla puntiaguda, nariz bulbosa e hipoplasia del tercio medio facial (Kamath et al., 2002). Este fenotipo facial indica que Jagged1 podria tener alguna función durante el desarrollo del tercio medio facial. Experimentos de perdida de función de Jagged1 en CCNC en un modelo de ratón, evidenciaron alteraciones en los niveles de proliferación de las CCNC en el tercio medio facial, en la vasculogénesis y en la producción de matriz extracelular en los procesos palatinos, asociados con un crecimiento anormal de la región facial (Humphreys et al., 2012). Adicionalmente, otras investigaciones han detectado la expresión de Jagged1 en los primordios de las prominencias maxilares y mandibulares del embrión de ratón (Mitsiadis et al., 1997), asi como un papel trascendental en el desarrollo del cartilago facial y los arcos branquiales en el pez cebra (Zecchin et al., 2005; Zuniga et al., 2010).


Mientras algunos de estos estudios evidencian la implicación de Jagged1 y Notch1 durante el desarrollo de algunas estructuras craneofaciales, aún no se cuenta con un mapa de expresión génica que muestre las estructuras y los momentos en los cuales estos dos genes podrian regular varios de los procesos celulares que toman lugar durante el desarrollo del tercio medio facial. A continuación se muestra, a través de hidridación in situ en el modelo de embrión de pollo, los patrones de expresión de los genes Notch1 y Serrate1 durante los estadios de desarrollo HH25, HH27 y HH29, fases tardias de la formación del tercio medio facial caracterizadas por la aproximación y fusión completa de las pmx y pfn (Buchtová et al., 2010).

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención y fijación de embriones de pollo

Huevos de gallina fertilizados de la especie Callus gallus fueron incubados entre 37,5 °C y 38 °C por 5, 5,5 y 6,5 dias para obtener embriones en estadios HH25, HH27 y HH29, respectivamente. Estos estadios fueron seleccionados dado que representan los periodos más criticos del desarrollo del tercio medio facial donde toma lugar el contacto entre las pmx y pfn (Will y Meller, 1981). Los embriones fueron clasificados en los estadios mencionados de acuerdo con los criterios definidos en Hamburger y Hamilton (1992).

Los embriones fueron extraidos de los huevos y colocados en PBS/DEPC (solución buffer fosfato/ dietilpirocarbonato) y fijados en paraformaldehido (PFA) al 4 % por 12 horas, previa perfusión con PFA en el sistema circulatorio. Posteriormente, los embriones fueron deshidratados en metanol/PBST (tampon fosfato salino con Twin 20) a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % por cinco minutos y almacenados a -20 °C en metanol al 100 %. Los procedimientos para obtención de embriones fueron avalados por el Comité de Ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia mediante acta 08-13 de 06 de Mayo del 2013.

Construcción de ribosondas

Plásmidos que contenian la secuencia de DNA codificante para los genes Notch1 y Serrate1, obtenidos por cortesia de los profesores, Fernando Giráldez del grupo de Biologia del Desarrollo de la Universitat Pompeu Fabra-Parc de Recerca Biomédica de Barcelona, y Domingos Henrique del Instituto de Medicina Molecular de la Universidad de Lisboa, Portugal, fueron utilizados para la construcción de la ribosonda (Myat et al., 1996).

Para la amplificación del DNA se utilizó la cepa de bacterias Escherichia Coli TOP10®. La competencia de estas bacterias se llevó a cabo por el método de cloruro de calcio y su transformación con los plásmidos se dio por choque térmico (Sambrook et al., 1989). Se promovió el crecimiento de las bacterias transformadas en medio LB (Luria Bertani)/ampicilina liquido. Una vez amplificados los plásmidos, se purificaron extrayendo el DNA plasmidico con el Kit QIAprep Miniprep (Qiagen®). Posteriormente, se realizó linearización de los plásmidos que contenian los segmentos de DNA codificante para Notch1 con la enzima de restricción BamH1 (Fermentas®) y por transcripción in vitro se construyó ribosonda antisentido utilizando la enzima T3 RNA polimerasa (Roche®) y ribonucleotidos marcados con digoxigenina-UTP (Uridine TriPhosphate) (Roche®). Para la construcción de la ribosonda antisentido de Serrate1 se utilizó la enzima de restricción EcoRI (Fermentas®) y la transcripción in vitro se realizó con T7 RNA polimerasa (Roche®).

Hibridación in situ en embriones completos

Se realizó hibridación in situ sobre embriones completos por triplicado para cada estadio evaluado. Se utilizaron sondas de RNA antisentido marcadas con Digoxigenina-UTP para los genes Notch1 y Serrate1, previamente utilizadas (Myat et al., 1996). Durante el primer dia los embriones fueron rehidratados en una serie de lavados con concentraciones decrecientes de metanol en PBST (100, 75, 50 y 25 %) y luego tres veces con PBST. Con el fin de facilitar la penetración de la sonda a evaluar, los embriones fueron pretratados con proteinasa K 10 Mg/ml a temperatura ambiente por 25 min. Posteriormente fueron lavados en PBST, posfijados en PFA 4 % fresco, lavados nuevamente en PBST, luego preincubados en solución de hibridación por 10 min a 60 °C e incubados toda la noche con las ribosondas antisentido a 60 °C. En el segundo dia, se realizaron tres lavados poshibridación con solución I (Formamida 50 %, SSC 5X y SDS (Dodecilsulfato sódico) 1 %) y solución II (Formamida 50 % y SSC (saline-sodium citrate 2X) por 30 minutos cada uno, seguido de lavados con TBST. Finalmente, se realizó bloqueo de inespecificidad con solución de bloqueo al 20 % (suero de oveja + Albumina sérica en TBST (Tris Buffered Saline) por tres horas a temperatura ambiente e incubación con anticuerpo Anti-Dig (1:5000 en solución de bloqueo), toda la noche a 4 °C. Con el objetivo de eliminar los excesos de anticuerpo, en el tercer dia, se realizaron 6 lavados con TBST por 30 min y se dejaron los embriones toda la noche con agitación en TBST. Finalmente, al cuarto dia se realizaron tres lavados con NTMT (Alkaline phosphatase buffer) por 15 min cada uno y posteriormente la visualización de los sitios de hibridación fue realizada a través de un sistema de detección NBT (nitro-blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt).


RESULTADOS


Expresión de los genes Notch1 y Serrate1 en el estadio HH25

El desarrollo del tercio medio facial toma lugar durante la cuarta semana de vida intrauterina en humanos y en el estadio HH25 en el embrión de pollo cuando las pmx y pfn crecen y definen la morfologia facial. El estadio HH25 se caracteriza porque la pfn ha experimentado un crecimiento caudal que la sitúa un poco superior a las pmx, muy cercana en distancia, pero sin contactar aún con estas. Mediante hibridación in situ se evaluaron los patrones de expresión de los genes Notch1 y Serrate1 en este estadio. En embriones completos se puede observar que el gen Notch1 se expresa tanto en las dos pmx, como en los procesos globulares (pg) de la adyacente pfn (Fig. 1A). Con respecto al gen Serrate1, su expresión se identificó en la región más caudal de la pfn, tal y como se observó con Notch1 en esta misma estructura; no se detectó expresión para Serrate1 en las pmx (Fig. 1B).
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Expresión de los genes Notch1 y Serrate1 en el estadio HH27


El desarrollo del tercio medio facial en el estadio HH27 en pollos y correspondiente a la quinta semana de vida intrauterina en humanos, se caracteriza porque la pfn se ha desplazado más caudalmente y está en contacto con las dos pmx a lado y lado, aunque todavia no hay un proceso de fusión. En este estadio se puede observar una menor intensidad del marcaje obtenido para Notch1 tanto en la región más caudal de la pfn como en las pmx que contactan con los proceso globulares (pg) (Fig. 1C). Serrate1 por su parte presenta una expresión circunscrita a la región más caudal y medial de la pfn. Esta expresión se evidencia en dos regiones puntuales del proceso frontonasal y da la impresión de dos grupos de células, que aunque están expresando un mismo gen, se encuentran separadas por una región libre de expresión del gen Serrate1 (Fig. 1D). En este estadio también se observa expresión en la región más caudal de la pmx y de manera muy intensa en la prominencia mandibular (pmd) (Fig. 1D). El patrón de expresión para Serrate1 y Notch1 en la pfn permanece sobrelapado como en el estadio HH25.


Expresión de los genes Notch1 y Serrate1 en el estadio HH29


En este momento del desarrollo, el aspecto más relevante del tercio medio facial hace referencia al proceso de fusión entre la pfn y las pmx a lado y lado del estomodeo. Además, es importante destacar un aumento considerable en el crecimiento caudal del proceso frontonasal. Se puede evidenciar que la intensidad del marcaje para Notch1 en la región más caudal (punta) de la pfn, se observa más leve, al igual que en la región medial de las pmx (Fig. 1E). La expresión de Serrate1 en este estadio del desarrollo sigue siendo bastante intensa y con el mismo patrón observado en el estadio anteriormente evaluado (Fig. 1F). En este estadio del desarrollo facial se observa como la expresión de Serrate1 y Notch1 se localizan en la región más caudal y medial de la pfn, mostrando un patrón de expresión sobrelapado, aunque la expresión de Notch1 es más dispersa y menos intensa. No se detectó expresión de Serrate1 en las pmx, sin embargo, se observó expresión en la región medial de la pmd (Fig. 1F).


DISCUSIÓN


La morfogénesis facial en vertebrados se caracteriza por el desarrollo de cinco prominencias faciales que rodean la cavidad oral primitiva (Jiang et al., 2006). Estas prominencias están constituidas por una región central de mesénquima derivado de las CCNC y mesodermo paraxial, cubiertas por epitelio derivado del endodermo faríngeo en la región más interna y externamente por epitelio derivado del ectodermo oral. La formación de la cara es el resultado de la interacción epitelio-mesenquimal, que regula varios procesos celulares como proliferación y apoptosis. Es así como los altos niveles de proliferación celular generan el crecimiento de las prominencias faciales promoviendo su contacto y fusión (McGonnell et al., 1998).


Uno de los principales objetivos de la biología del desarrollo craneofacial es estudiar los diferentes genes implicados en el desarrollo de la región facial. Por esta razón, en este trabajo se planteó identificar los patrones de expresión de los genes Notch1 y Serrate1 durante el desarrollo del tercio medio facial, en el modelo de embrión de pollo.


Determinar los patrones de expresión génica es prerrequisito para aclarar el papel que pueden tener estos genes en el desarrollo de las pmx y la pfn, teniendo en cuenta que han sido implicados previamente en el desarrollo de estructuras craneofaciales como el paladar y en síndromes con fenotipos que involucran alteraciones en el complejo facial (Oda et al., 1997; Krantz et al., 1998; Piccoli y Spinner, 2001).


Nuestros resultados muestran como Notch1 y Serrate1 se expresan en las pmx y en la pfn, durante etapas tardías del desarrollo del tercio medio facial, estadios HH25 a HH29, cuando estas se aproximan y fusionan. La expresión de estos genes coincidió en la pfn durante todos los estadios analizados y, en las pmx en el estadio HH27 (Figs. 2A-2C). Esta coincidencia podría sugerir una relación ligando receptor, Notch1-Serrate1. No obstante, deben ser realizados ensayos de función para confirmar esta hipótesis. A pesar de que el marcaje de los dos genes coincide durante los estadios HH27 y HH29, la intensidad de la serial se hace diferente, siendo más concentrada y fuerte para Serrate1 y más dispersa en el caso de Notch1. Estudios previos en un modelo murino han evidenciado patrones de expresión de Notch1 durante el desarrollo de estructuras craneofaciales como el paladar secundario, el cual se desarrolla en estadios más tardios que los analizados en esta investigación, demostrando que la activación del receptor Notch1 estaba mediada, especificamente por Jagged2 (homólogo de Serrate2). Sin embargo, este estudio no analizó la expresión de Jagged1 (Casey et al., 2006).
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Por otro lado, otras investigaciones en el modelo de pez cebra (Danio rerio) han encontrado la expresión de Jagged1b (homólogo de Jagged1/Serrate1) durante etapas tempranas del desarrollo facial, en la región dorsal de los arcos branquiales (Zuniga et al., 2010). Adicionalmente, demostraron que la activación de la vía Notch en este momento del desarrollo, estaba mediada por la interacción Jagged1b-Notch2, asegurando la identidad dorsal dentro del proceso mandibular al reprimir la expresión génica ventral (Zuniga et al., 2010). Este estudio y las mutaciones halladas en el Síndrome de Alagille, muestran que tanto en etapas tempranas como tardías del desarrollo facial, Jagged1 parece estar interactuando con Notch2. Dado que hasta la fecha no existían reportes que mostraran una correlación de patrones de expresión durante el desarrollo del tercio medio facial para Serrate1 y Notch1, los hallazgos de nuestro trabajo resultan de gran interés.

Nuestros resultados muestran un patrón de expresión de Serrate1 bastante contundente en la región caudal de la pfn (Fig. 1B, 1D y 1F), la cual es considerada como una de las áreas de mayor proliferación celular y que contribuye al crecimiento de esta prominencia y a su posterior contacto y fusión con las pmx (McGonnell et al., 1998; Szabo-Rogers et al., 2008). Estudios previos en ratones con una mutación condicional de Jagged1 en las CCNC, muestran un fenotipo craneofacial similar al síndrome de Alagille, el cual se caracteriza por una hipoplasia marcada del tercio medio facial. La causa de este fenotipo se debió principalmente a la disminución en la proliferación del mesénquima (Casey et al., 2006). Estos resultados fueron obtenidos de tejidos provenientes de las pmx y los procesos palatinos, sin evaluar lo que ocurre en la prominencia frontonasal; obviando el aporte que realiza al desarrollo del tercio medio facial. Por lo tanto, teniendo en cuenta el patrón de expresión observado para Serrate1 en nuestro estudio y la participación reportada de la vía Notch en la regulación del ciclo celular, surge el planteamiento de una probable participación de Serrate1 en los procesos proliferativos del mesénquima frontonasal (Humphreys et al., 2012).

Por otro lado, además de la probable participación de Serrate1 en eventos de proliferación celular, este ligando también puede estar mediando procesos de diferenciación del mesénquima frontonasal hacia un linaje condroblástico u osteoblástico. Durante el desarrollo del maxilar superior se ha evidenciado que Jagged1 participa en el proceso de osificación intramembranosa regulando la diferenciación de células mesenquimales hacia un linaje osteoblástico y la consecuente mineralización de la matriz (Hill et al., 2014). Otros estudios han mostrado que la via Notch a través de Jagged1 y Notch2 regulan los procesos de osificación intramembranosa y endocondral en células mesenquimales procedentes de calvaria murina (Dishowitz et al., 2012). Por lo tanto, teniendo en cuenta que en los estadios evaluados, además de eventos de proliferación del mesénquima frontonasal también toma lugar el proceso de osificación, cabe sugerir que Serrate1 también podría estar regulando la osificación de las estructuras óseas derivadas del proceso frontonasal.

Finalmente, los patrones de expresión observados en este estudio pueden ser comparados con la expresión de genes componentes de otras vías de seralización que han sido previamente implicadas en el desarrollo del tercio medio facial como WNT y BMP (Gong y Guo, 2003; Brugmann et al., 2007). Los patrones de expresión observados para Notch1 y Serrate1 en el estadio HH25 y HH27 son similares a los observados para Wnt9B, Wnt5A y Wnt5B (Geetha-Loganathan et al., 2009). De estos patrones, cabe resaltar la expresión de Wnt5A quien, al igual que Serrate1 en la pfn, muestran un patrón de expresión en la región caudal y a lo largo del eje medial-lateral durante el estadio HH25. Posteriormente, en el estadio HH27 esta expresión se reduce a dos poblaciones distintivas en la región más caudal y medial del proceso frontonasal (Geetha-Loganathan et al., 2009). Como se expresó anteriormente, se ha demostrado que esta región es considerada la de más altos niveles de proliferación mesenquimal. Por otro lado, Bmp-4 y Bmp-2 también muestran un patrón de expresión similar a los observados para Serrate1 y Notch1 tanto en la pfn como en los procesos maxilares antes y durante el proceso de fusión de las prominencias faciales (Gong y Guo, 2003). Estos datos comparativos generan nuevas inquietudes sobre las probables funciones de la vía Notch durante el desarrollo del tercio medio facial y su potencial interacción con otras vias de senalización. Inquietudes que deben ser resueltas con estudios más profundos de proliferación, muerte y diferenciación celular, asi como estudios de ganancia y pérdida de función génica.

CONCLUSIONES

Los genes analizados en este estudio, se expresan con un patrón característico en las pmx y la pfn durante la aproximación y fusión de las mismas, en el embrión de pollo. Detectar esta expresión sugiere una posible función de la via de senalización celular Notch a través de este ligando y este receptor, posiblemente mediando procesos celulares como proliferación y diferenciación. No obstante, estudios adicionales deben ser llevados a cabo para profundizar sobre estos hallazgos.


AGRADECIMIENTOS


Los autores agradecen a la Universidad Nacional de Colombia, al Programa de Maestria en Odontologia, al Centro de Investigación y Extensión de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia por la financiación del presente trabajo, al Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia por el uso de sus instalaciones, al profesor Humberto Arboleda Granados por ser apoyo fundamental e impulsar el grupo de investigación.




REFERENCIAS


Brugmann SA, Goodnough LH, Gregorieff A, Leucht P, ten Berge D, Fuerer C, et al. Wnt signaling mediates regional specification in the vertebrate face. Development. 2007;134(18):3283-3295. Doi:10.1242/dev.005132.


Buchtová M, Kuo WP, Nimmagadda S, Benson SL, Geetha-Loganathan P, Logan C, et al. Whole genome microarray analysis of chicken embryo facial prominences. Dev Dyn. 2010;239(2):574-591. Doi:10.1002/dvdy.22135.


Casey LM, Lan Y, Cho ES, Maltby KM, Gridley T,Jiang R.Jag2-Notch1 signaling regulates oral epithelial differentiation y palate development. Dev Dyn. 2006;235(7):1830-1844. Doi:10.1002/dvdy.20821.


Creuzet S, Couly G, Le Douarin NM. Patterning the neural crest derivatives during development of the vertebrate head: insights from avian studies. J Anat. 2005;207(5):447-459. Doi:10.1111/j.1469-7580.2005.00485.x.


Chai Y, Maxson RE Jr. Recent advances in craniofacial morphogenesis. Dev Dyn. 2006;235(9):2353-2375. Doi:10.1002/dvdy.20833.


Dishowitz MI, Terkhorn SP, Bostic SA, Hankenson KD. Notch signaling components are upregulated during both endochondral y intramembranous bone regeneration. J   Orthop   Res.   2012;30(2):296-303. Doi:10.1002/jor.21518.


Fiúza U-M, Arias AM. Cell and molecular biology of Notch. J Endocrinol. 2007;194(3):459-474. Doi:10.1677/JOE-07-0242.


Geetha-Loganathan P, Nimmagadda S, Antoni L, Fu K, Whiting CJ, Francis-West P, et al. Expression of WNT signalling pathway genes during chicken craniofacial development.    Dev    Dyn.    2009;238(5):1150-1 165. Doi:10.1002/dvdy.21934.


Gong SG, Guo C. Bmp4 gene is expressed at the putative site of fusion in the midfacial region. Differentiation. 2003;71(3):228-236. Doi:10.1046/j.1432-0436.2003.710304.x.


Hamburger V, Hamilton HL. A series of normal stages in the development of the chick embryo. Dev Dyn. 1992;195(4):231-272. Doi:10.1002/aja.1001950404.


Hill CR, Yuasa M, Schoenecker J, Goudy SL. Jagged1 is essential for osteoblast development during maxillary ossification.    Bone.    2014;62:10-21. Doi:10.1016/j. bone.2014.01.019.


Humphreys R, Zheng W, Prince LS, Qu X, Brown C, Loomes K, et al. Cranial neural crest ablation of Jagged1 recapitulates the  craniofacial   phenotype  of Alagille syndrome patients. Hum Mol Genet. 2012;21(6):1374-1383. Doi:10.1093/hmg/ddr575.


Jiang R, Bush JO, Lidral AC. Development of the upper lip: morphogenetic and molecular mechanisms. Dev Dyn. 2006;235(5):1152-1166. Doi:10.1002/dvdy.20646.


Kamath BM, Loomes KM, Oakey RJ, Emerick KE, Conversano T, Spinner NB, etal. Facial features in Alagille syndrome: specific or cholestasis facies?. Am J Med Genet. 2002;112(2):163-170. Doi:10.1002/ajmg.10579.


Krantz ID, Colliton RP, Genin A, Ry EB, Li L, Piccoli DA, et al. Spectrum and frequency of jagged1 (JAG1) mutations in Alagille syndrome patients and their families. Am J Hum Genet. 1998;62(6):1361-1369. Doi:10.1086/301875.

Lan Y, Ryan RC, Zhang Z, Bullard SA, Bush JO, Maltby KM, et al. Expression of Wnt9b and activation of canonical Wnt signaling during midfacial morphogenesis in mice. Dev Dyn. 2006;235(5):1448-1454. Doi:10.1002/dvdy.20723.

Lee AS, Zhang M, Evans DJ. Changes in the proportion and number of Pax(7+ve) and MF20(+ve) myoblasts during chick myogenesis in the head and limb. Int J Dev Biol. 2004;48(1):31-38.


Lissemore JL, Starmer WT. Phylogenetic analysis of vertebrate and invertebrate Delta/Serrate/LAG-2 (DSL) proteins. Mol Phylogenet Evol. 1999;11(2):308-319. Doi:10.1006/mpev.1998.0588.


Loomes KM, Stevens SA, O'Brien ML, Gonzalez DM, Ryan MJ, Segalov M, et al. Dll3 and Notch1 genetic interactions model axial segmental and craniofacial malformations of human birth defects. Dev Dyn. 2007;236(10):2943-2951. Doi:10.1002/dvdy.21296.


 MacGrogan D, Nus M, de la Pompa JL. Notch signaling in cardiac development and disease. Curr Top Dev Biol. 2010;92:333-365. Doi:10.1016/S0070-2153(10)92011-5.


McGonnell IM, Clarke JD, Tickle C. Fate map of the developing chick face: analysis of expansion of facial primordia and establishment of the primary palate. Dev Dyn. 1998;212(1):102-118. Doi:10.1002/(SICI)1097-0177(199805)212:1<102::AID-AJA10>3.0.CO;2-9.


Mitsiadis TA, Henrique D, Thesleff I, Lendahl U. Mouse Serrate-1 (Jagged-1): expression in the developing tooth is regulated by epithelial-mesenchymal interactions and fibroblast growth factor-4. Development. 1997;124(8):1473-1483.

Myat A, Henrique D, Ish-Horowicz D, Lewis J. A chick homologue of Serrate and its relationship with Notch and Delta homologues during central neurogenesis. Dev Biol. 1996;174(2):233-247. Doi:10.1006/dbio.1996.0069.


Neves J, Parada C, Chamizo M, Giraldez F. Jagged 1 regulates the restriction of Sox2 expression in the developing chicken inner ear: a mechanism for sensory organ specification. Development. 2011;138(4):735-744. Doi:10.1242/dev.060657.

Noden DM, Schneider RA. Neural crest cells and the community of plan for craniofacial development: historical debates and current perspectives. Adv Exp Med Biol. 2006;589:1-23. Doi:10.1007/978-0-387-46954-6_1.


Noden DM, Trainor PA. Relations and interactions between cranial mesoderm and neural crest populations. J Anat.     2005;207(5):575-601. Doi:10.1111/j.1469-7580.2005.00473.x.


O'Rahilly R, Muller F. The development of the neural crest in the human. J Anat. 2007;211(3):335-351. Doi:10.1111/j.1469-7580.2007.00773.x.


Oda T, Elkahloun AG, Meltzer PS, Chyrasekharappa SC. Identification and cloning of the human homolog (JAG1) of the rat Jagged1 gene from the Alagille syndrome critical region at 20p12. Genomics. 1997;43(3):376-379. Doi:10.1006/geno.1997.4820.


Paiva KB, Silva-Valenzuela M, Massironi SM, Ko GM, Siqueira FM, Nunes FD. Differential Shh, Bmp and Wnt gene expressions during craniofacial development in mice. Acta Histochem. 2010;1 12(5):508-517. Doi:10.1016 j.acthis.2009.05.007.


Perdigoto CN, Bardin AJ. Sending the right signal: Notch and stem cells. Biochim Biophys Acta. 2013;1830(2):2307-22. Doi:10.1016/j.bbagen.2012.08.009


Piccoli DA, Spinner NB. Alagille syndrome and the Jagged1  gene. Semin Liver Dis. 2001;21(4):525-534.Doi:10.1055/s-2001-19036.


Rizzoti K, Lovell-Badge R. SOX3 activity during pharyngeal segmentation is required for craniofacial morphogenesis.2007;134(19):3437-3448. Doi:10.1242/dev.007906.


Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Vol. 1, 2, 3. NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1989. p. 51.


 Szabo-Rogers HL, Geetha-Loganathan P, Nimmagadda S, Fu KK, Richman JM. FGF signals from the nasal pit are necessary for normal facial morphogenesis. Dev Biol. 2008;318(2):289-302. Doi:10.1016/j. ydbio.2008.03.027.


Szabo-Rogers HL, Smithers LE, Yakob W, Liu KJ. New directions  in  craniofacial   morphogenesis.   Dev Biol. 2010;341(1):84-94. Doi:10.1016/j.ydbio.2009.11.021.


 Valsecchi C, Ghezzi C, Ballabio A, Rugarli EI. JAGGED2: a putative Notch ligand expressed in the apical ectodermal ridge and in sites of epithelial-mesenchymal interactions. Mech Dev. 1997;69(1-2):203-207.


Wang Y, Song L, Zhou CJ. The canonical Wnt/beta-catenin signaling  pathway regulates  Fgf signaling for early facial development. Dev Biol. 2011;349(2):250-260. Doi:10.1016/j.ydbio.2010.11.004.


Wedden SE. Epithelial-mesenchymal interactions in the development of chick facial primordia and the target of retinoid action. Development. 1987;99(3):341-351.


Will LA, Meller SM. Primary palatal development in the chick. J Morphol. 1981;169(2):185-190. Doi:10.1002/jmor.1051690205.


Yen HY, Ting MC, Maxson RE. Jagged1 functions downstream of Twist1 in the specification of the coronal suture and the formation of a boundary between osteogenic and non-osteogenic cells. Dev Biol. 2010;347(2):258-270. Doi:10.1016/j.ydbio.2010.08.010.


 Zecchin E, Conigliaro A, Tiso N, Argenton F, Bortolussi M. Expression analysis of jagged genes in zebrafish embryos. Dev Dyn. 2005;233(2):638-645. Doi:10.1002/dvdy.20366.


Zuniga E, Stellabotte F, Crump JG. Jagged-Notch signaling ensures dorsal skeletal identity in the vertebrate face. Development. 2010;137(11):1843-1852. Doi:10.1242/dev.049056.







Doi: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.48845.



DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-Leishmania (Trypanosomatidae) EN POBLACIONES CANINAS DEL DEPARTAMENTO DE SUCRE, COLOMBIA


Detection of Anti-Leishmania Antibodies (Trypanosomatidae) in Canine Populations in the Department of Sucre, Colombia


Luís Enrique PATERNINA TUIRÁN1, Yirys Arleth DÍAZ-OLMOS1, Margaret PATERNINA-GÓMEZ1, Lina María CARRILLO-BONILLA2,3, Iván Darío VÉLEZ2, Eduar Elías BEJARANO1.


1 Laboratorio de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre. Cra 14 n°. 16B-32. Sincelejo, Colombia.


2 Programa de Estudio y Control del Enfermedades Tropicales – PECET. Universidad de Antioquía. Calle 62 n°. 52-59. Medellín, Colombia.


3 Facultad de Ciencias Agrarias, Ciudadela de Robledo, Universidad de Antioquía.  Carrera 75 n°. 65-87. Medellín, Colombia.


For correspondence. luispaterninat@gmail.com


Received: 3rd February 2015, Returned for revision: 11st June 2015, Accepted: 3rd August 2015.


Associate Editor: Adriano Gomes da Silva.


Citation / Citar este artículo como: Paternina Tuirán LE, Díaz-Olmos YA, Paternina-Gómez M, Carrillo-Bonilla LM, Vélez ID, Bejarano EE. Detección de anticuerpos anti-Leishmania (Trypanosomatidae) en poblaciones caninas del departamento de Sucre, Colombia. Acta biol. Colomb. 2016;21(1):183-188. doi:  http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n1.48845.





RESUMEN


El objetivo de la investigación fue determinar la prevalencia de anticuerpos anti-Leishmania en perros del departamento de Sucre, Colombia. Se analizaron 122 perros del área rural de los municipios de Ovejas, Sampués y Sincelejo, mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI). Anticuerpos anti-Leishmania fueron detectados en el 69,6 % (IC95 % = 61,1 – 78,2) de la población canina estudiada. En el municipio de Sincelejo la seropositividad fue del 72 % (IC95 % = 61,1 – 82,8), en el municipio de Sampués del 68,4 % (IC95 % = 52,3 – 84,5) y en el municipio de Ovejas del 55,5 % (IC95 % = 21,2 – 86,3). Los animales seropositivos fueron principalmente caninos jóvenes y adultos. El 17,6 % de los perros seropositivos mostró signos clínicos compatibles con leishmaniasis canina, entre los cuales la onicogrifosis, alopecia y caquexia fueron los más comunes. La alta frecuencia de caninos con anticuerpos a Leishmania detectada en el presente estudio, pone de manifiesto la hiperendemicidad de la leishmaniasis canina en esta zona del país, así como el alto riesgo de brotes epidémicos de la enfermedad.


Palabras clave: Colombia, epidemiología, Leishmaniasis, seroprevalencia.





ABSTRACT


The aim of this survey wasto determine prevalence of antibodies against Leishmania in dogs from Sucre, Colombia. We analyzed 122 dogs in rural areas from municipalities of Sampués, Ovejas and Sincelejo, by indirect immunofluorescence (IFA). Anti-Leishmania antibodies were detected in 69.6 % (95 % CI = 61.1 to 78.2) of the selected canine population. In the municipality of Sincelejo, Sampues and Ovejas, the seropositivities were 72 % (95 % CI = 61.1 to 82.8), 68.4 % (95 % CI = 52.3 to 84.5) and 55.5 % (95 % CI = 21.2 to 86.3) respectively. Seropositive animals were mainly young and adult dogs. The 17.6 % of seropositive dogs showed clinical signs compatible with canine leishmaniasis; onychogryphosis, alopecia and cachexia were the most common ones. The detected high frequency of canines with antibodies against Leishmania in the present study, highlights the hyperendemicity status of canine leishmaniasis in this area of ​​the country and the high risk of disease outbreaks.


Keywords: Colombia, epidemiology, Leishmaniasis, seroprevalence.



INTRODUCCIÓN


La leishmaniasis es una enfermedad ocasionada por parásitos protozoarios del género Leishmania, la cual se considera endémica en 98 países de cinco continentes. Colombia se encuentra entre los diez países que aportan del 70 al 75 % de nuevos casos de leishmaniasis cutánea a nivel global, que constituye la presentación clínica más frecuente de la enfermedad en el mundo (Alvar et al., 2012). El género Leishmania lo integran más de 21 especies médicamente importantes que realizan su ciclo de vida de manera heteroxénica, entre dípteros de la subfamilia Phlebotominae Rondani, 1840 y mamíferos, aunque también existen especies del género Leishmania o Sauroleishmania que infectan reptiles, sin importancia médica reportada hasta ahora (Croan et al., 1997; Raymond et al., 2012).


Varias especies del género Leishmania infectan al perro doméstico: L. infantum, que causa leishmaniasis visceral y cutánea, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis y L. mexicana, que producen infecciones cutáneas (Massunari et al., 2009; Santaella et al., 2011; Vélez et al., 2012; López-Céspedes et al., 2012). Sin embargo, la importancia de la leishmaniasis canina ha radicado en el papel del perro como principal reservorio doméstico de L. infantum (Dantas-Torres, 2007), que en Colombia tiene a las especies flebotomíneas Lutzomyia evansi y Lutzomyia longipalpis como vectores (Corredor et al., 1989; Travi et al., 1990).


En el Caribe colombiano se han detectado cuatro especies del género Leishmania: L. infantum, L. braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis (Cochero, 2002; Martínez et al., 2010), pero no se descarta que también circulen especies del complejo L. mexicana, debido a la presencia de reconocidos reservorios del género Proechimys (Travi et al., 1998; Blanco et al., 2012) y de vectores potenciales de estas especies de parásitos en la región (Bejarano, 2006; Maroli et al., 2013).


Diferentes estudios han planteado el uso de caninos como bioindicadores de la circulación del parásito y del riesgo epidemiológico de leishmaniasis humana, considerando que los perros de cacería ingresan frecuentemente al hábitat de los vectores y que los perros de guardia descansan por fuera de las viviendas, por tanto se ven expuestos frecuentemente a la picadura por flebotomíneos infectados. La selección de técnicas serológicas para la detección de ese contacto es una alternativa apropiada, debido a que al ser generalmente una infección asintomática en estos animales, los métodos clínicos y parasitológicos pueden perder sensibilidad (Harith et al., 1989; Massunari et al., 2009). De este modo, ante la carencia de estudios serológicos recientes que estimen el grado de contacto entre caninos y parásitos del género Leishmania en el Caribe colombiano, el presente trabajo informa sobre una evaluación serológica de caninos de tres municipios del departamento de Sucre, como una forma de aproximación al estatus epidemiológico en la zona.


MATERIALES Y MÉTODOS


Área y tipo de estudio


La zona de estudio correspondió a las siguientes áreas rurales del departamento de Sucre, vereda El Campín del municipio de Ovejas y los corregimientos Escobar Arriba y Sabanas del Potrero de los municipios de Sampués y Sincelejo, respectivamente. Entre los años 2006 y 2007 se registraron 23 casos de leishmaniasis visceral y 212 casos de leishmaniasis cutánea en humanos de estos municipios, que corresponden al 67 % de los casos de la enfermedad diagnosticados en el departamento de Sucre durante ese periodo (Secretaría de Salud de Sucre, datos no publicados). Aun cuando la mayoría de los casos provienen de ambientes rurales, en Sincelejo y Ovejas se ha evidenciado la ocurrencia de casos urbanos de la enfermedad (Bejarano et al., 2002). En ambos municipios están presentes las especies flebotomíneas Lu. evansi, Lu. panamensis, Lu. gomezi y Lu. c. cayennensis, que se encuentran asociadas a la transmisión de parásitos del género Leishmania y otros tripanosomatídeos aún no identificados (Travi et al., 1996; Cochero et al., 2007).


La búsqueda activa de caninos fue realizada mediante la visita de cada una de las viviendas de las localidades seleccionadas para la investigación. Se realizó una encuesta con la que se tomaron datos básicos como edad, sexo y raza, además se determinó la presencia de signos clínicos compatibles con leishmaniasis canina. Considerando la naturaleza del estudio, éste se clasifica como de tipo descriptivo y transversal para estimar seroprevalencia (Stevenson, 2008).


Obtención de suero sanguíneo


Mediante punción de la vena braquial de los perros, se obtuvo 5 mL de sangre periférica en tubos sin anticoagulante, a partir de las cuales se extrajo el suero por centrifugación, el cual fue almacenado a -20 °C hasta la realización de la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI).


Detección de anticuerpos anti-Leishmania mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)


La prueba IFI se realizó usando como antígeno promastigotes de L. panamensis (MHOM/CO/UA140). Un volumen de 20 µL de los sueros de caninos (diluciones dobles seriadas 1:8 hasta 1:128) y sueros controles fue depositado sobre los pozos de las placas sensibilizadas con el antígeno. Se usó como conjugado anti-IgG de perro marcada con fluoresceína más azul de Evans y se incubó nuevamente. Después de lavar y secar las placas a temperatura ambiente, se examinaron bajo un microscopio de epifluorescencia. Se consideró positiva toda muestra de suero que presentó fluorescencia a una dilución mayor o igual a 1:32.


Análisis estadístico


Los datos obtenidos a través de la encuesta fueron tabulados para realizar un análisis descriptivo de la seropositividad a Leishmania en la población canina. Se calculó la seroprevalencia global y por municipalidad. Para cada resultado se calculó el respectivo intervalo de confianza, a un nivel de 95 %, con el programa EpiDat 3.1. Adicionalmente, se probó la hipótesis de independencia entre la seroprevalencia y variables como sexo, grupos de edad y localidad mediante un análisis de Chi cuadrado con un nivel de confianza de 95 %, y se evaluó si existían diferencias significativas entre las tres seroprevalencias encontradas. Este análisis fue realizado con el fin de evaluar posibles factores asociados a la seropositividad a Leishmania en la población de perros estudiados.


Aspectos éticos


Cada canino fue incluido en el estudio con previo consentimiento de sus propietarios y todos los procedimientos fueron avalados por el Comité de Investigación de la Facultad de Educación y Ciencias de la Universidad de Sucre.


RESULTADOS


Fueron encuestadas 68 viviendas, 44 en Sabanas del Potrero, 20 en Escobar Arriba y cuatro en El Campín. El número de perros por vivienda osciló entre uno y cuatro individuos. Un total de 122 animales de raza mestiza fueron evaluados, 75 pertenecientes al municipio de Sincelejo, 38 al municipio de Sampués y nueve al municipio de Ovejas. El 66 % de la población canina estudiada fueron machos, y el 66,4 % del total de animales correspondieron a las categorías de edad "jóvenes o adultos", con 44 y 37 individuos, respectivamente (Fig. 1).
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Anticuerpos anti-Leishmania fueron detectados en el 69,6 % (IC95 % = 61,1 – 78,2) de la población canina analizada del departamento de Sucre. Discriminada por localidad, la seroprevalencia fue de 72 % (IC95 % = 61,1 – 82,8) en el municipio de Sincelejo, 68,4 % (IC95 % = 52,3 – 84,5) en el municipio de Sampués y 55,5 % (IC95 %= 21,2 – 86,3) en el municipio de Ovejas. No se encontraron diferencias significativas entre los índices de seropositividad de los tres municipios (p > 0,05). La mayoría de los animales seropositivos perteneció a las poblaciones caninas jóvenes y adultas (Fig. 1), y el 64,7 % de los perros seropositivos fueron machos. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticas entre los grupos etarios antes mencionados como tampoco entre sexos (p > 0,05).


La distribución de la población de perros, de acuerdo al título de anticuerpos detectado, indica que 41 (48,2 %) individuos presentaron títulos de 1:32, 40 (47 %) títulos de 1:64 y 4 (4,7 %) títulos de 1:128 (Fig. 2). Del total de perros seropositivos, el 17,6 % mostró signos clínicos compatibles con leishmaniasis canina visceral, entre los cuales la caquexia (53,3 %), onicogrifosis (40 %) y alopecia (20 %) fueron los más comunes (Fig. 3).
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DISCUSIÓN


Leishmania infantum es el principal agente etiológico de la leishmaniasis canina (Alvar, 2001), otras especies que causan infección cutánea también han sido halladas en estos animales (Llanos-Cuentas et al., 1999; Carrillo et al., 2006, Travi et al., 2006; Vásquez-Trujillo et al., 2008; Velasco-Castrejón et al., 2009; Santaella et al., 2011; Vélez et al., 2012; López-Céspedes et al., 2012). Sin embargo, no ha sido posible establecer con exactitud el papel de los perros como posibles reservorios de estas especies de Leishmania.


La alta seroprevalencia global a Leishmania detectada en el presente estudio, 69,6 %, corrobora la hiperendemicidad de la leishmaniasis en esta zona del país, previamente detectada por métodos moleculares (Rivero, 2003; Paternina-Gómez et al., 2013), así como el riesgo de brotes de la enfermedad en humanos, particularmente, si se considera que esta seroprevalencia es superior a la registrada en el departamento entre la década de los ochenta y noventa, que osciló entre el 1,9 % y 23 % (Le Pape, 1992; Bejarano y Rivera, 1996). Es importante destacar que el municipio de Sincelejo presentó un gran índice de seropositividad a Leishmania (72 %) comparable al encontrado en Sampués y Ovejas, a pesar que históricamente la incidencia de casos humanos de leishmaniasis ha sido mayor en estos dos últimos municipios (Secretaría de Salud de Sucre, datos no publicados).


Considerando la gran variedad de especies de Leishmania que puedan afectar a los caninos del departamento de Sucre (Martínez et al., 2010), las características ecológicas de la zona que propician la proliferación de flebotomíneos vectores, así como el frecuente avistamiento en el área de potenciales reservorios sinantrópicos de Leishmania como zarigüeyas y roedores, no es insospechado que la proporción de caninos seropositivos sea tan alta si se tiene en cuenta que la mayoría de estos animales descansa por fuera de la vivienda durante la noche, donde quedan expuestos a la picadura de vectores infectados, lo que favorecería la presencia de anticuerpos anti-Leishmania, sin que esto implique necesariamente el desarrollo de la enfermedad (Ferrer, 1999; Gallego, 2004), como lo demuestra el importante porcentaje de animales seropositivos que no mostraron signos clínicos sugestivos de leishmaniasis canina. El riesgo para los humanos radica en que estos caninos podrían actuar como reservorios de parásitos e infectar a flebotomíneos vectores presentes en la zona.


En la costa Caribe colombiana, zona en la que se presenta, anualmente, el mayor número de casos de leishmaniasis visceral humana del país, ha sido reportada una alta prevalencia de leishmaniasis en caninos, del 3,8 al 36 % empleando IFI, del 8,3 al 26,1 % por examen parasitológico directo y del 10 al 33,6 % por PCR (Vélez et al., 1995; Fernández et al., 2002; Rivero, 2003; Cortés, 2006, Paternina-Gómez et al., 2013). La enfermedad también presenta alta endemicidad en los departamentos de Huila y Tolima con seroprevalencias entre el 5,2 y el 28,1 % (Fernández et al., 2002; Fernández et al., 2006). Lo anterior contrasta con la elevada seroprevalencia a Leishmania aquí reportada, la cual constituye una de las más altas encontradas en el país y muestra la necesidad de implementar de manera urgente una campaña efectiva de control de la infección en los caninos, debido a la ineficacia de los métodos de control hasta ahora probados en la zona, entre los cuales está el sacrificio de perros seropositivos que solo sustenta el ciclo de transmisión del parásito con la introducción de nuevos individuos a la población canina existente (Courtenay et al., 2002; Moreira et al., 2004). En el área deberían evaluarse estrategias alternas como el uso de collares impregnados con insecticidas para evitar que los perros infectados sean picados por los vectores y se conviertan en fuente de diseminación del parásito a otros perros y a humanos.


CONCLUSIONES


En conclusión, los perros de las tres áreas estudiadas en el departamento de Sucre presentan una alta exposición (69,6 %) a parásitos del género Leishmania, y aunque la prueba serológica positiva no indica una enfermedad activa en los perros, puede ser considerada en este contexto como un estimador del riesgo de enfermedad para los humanos si tenemos en cuenta que el perro es el principal reservorio doméstico de L. infantum y que Lu. evansi no solo es el vector comprobado de este parásito, sino también el díptero más abundante en la comunidad flebotomínea de la región (Travi et al., 1996; Cochero, 2002).
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RESUMEN


La multiplicación sucesiva de parasitoides en hospederos alternativos, puede afectar las características biológicas y comprometer los sistemas de cría masiva de estos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la multiplicación de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) en pupas del hospedero alternativo Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), durante tres generaciones. Y si eso afecta su desempeño reproductivo, cuando se cría, posteriormente, en pupas del hospedero natural Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Las informaciones obtenidas en este estudio pueden mejorar y facilitar el control biológico de plagas, principalmente, con la utilización de parasitoides, debido a que T. howardi parasita y se desarrolla en pupas de B. mori. De forma general, la multiplicación de T. howardi durante tres generaciones en pupas del hospedero alternativo B. mori no compromete las características biológicas de este parasitoide cuando se multiplica en su hospedero natural D. saccharalis a los efectos de su utilización en programas de control biológico.


Palabras clave: Barrenador de la caña de azúcar, enemigo natural, manejo integrado de plagas.




ABSTRACT


The successive multiplication of parasitoids in alternative hosts can affect the biological characteristics and compromise the systems for massive rearing. The aim of this study was to evaluate if the multiplication of Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) in pupae of the alternative host Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae) for three generations, affects its reproductive performance, when are reared, then in pupae of the natural host Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). The information obtained in this study can improve and facilitate the biological control of pests, mainly with the use of parasitoids, due to the fact that T. howardi parasite and develops into pupae of B. mori. In general, the multiplication of T. howardi for three generations in the alternative host pupae of B. mori does not compromise the biological characteristics of this parasitoid when multiplied in its natural host D. saccharalis to the effects of their use in biological control programs.


Keywords: Sugarcane borer, integrate pest management, natural enemy.




El parasitoide Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ha sido estudiado como agente de control biológico de lepidópteros plagas, principalmente de insectos de las familias Plutellidae, Noctuidae y Crambidae (Prasad et al., 2007; Cruz et al., 2011; Costa et al., 2014). Además, la capacidad de este insecto en parasitar larvas del barrenador de la caña de azúcar Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) ya ha sido registrada (Vargas et al., 2011).


Sin embargo, el uso de parasitoides para el control de plagas agrícolas depende de la elección del hospedero apropiado para las multiplicaciones masivas (Pereira et al., 2010a; Pereira et al., 2010b). La multiplicación de parasitoides, a gran escala, es fundamental para la implantación de programas de control biológico (Vargas et al., 2013). La falta de dietas artificiales, hace necesario el uso de un gran número de hospederos alternativos para la producción de estos insectos (Milward-de-Azevedo et al., 2004).


Los enemigos naturales deben multiplicarse en hospederos alternativos de bajo costo de producción y que no reduzcan la eficiencia de control de los mismos sobre el hospedero natural (Pereira et al., 2010a; Pereira et al., 2010b) y esto está directamente relacionado con la disponibilidad de hospederos naturales o alternativos para la multiplicación de estos agentes de control biológico (Zanuncio et al., 2008). Tetrastichus howardi ha sido multiplicado en pupas del hospedero natural D. saccharalis y en el hospedero alternativo Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae).


La multiplicación de T. howardi en pupas del hospedero alternativo Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae) presenta varias ventajas, como el bajo costo de las pupas del gusano de la seda: la fácil obtención de las mismas con los sericicultores, mayor número de individuos emergidos de pupas de B. mori (por ser éstas de mayor tamaño que el hospedero natural) y la disponibilidad de un hospedero alternativo.


El presente estudio informa por primera vez en la literatura, la posibilidad de multiplicación de T. howardi en pupas de B. mori. Es conocido que la calidad biológica de parasitoides producidos en hospederos alternativos puede variar con el número de generaciones en laboratorio (Pereira et al., 2010a; Pereira et al., 2010b), lo que nos ha motivado a desarrollar este trabajo.


Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar durante tres generaciones si la multiplicación de T. howardi en pupas del hospedero alternativo B. mori, afecta su desempeño reproductivo, cuando es multiplicado, posteriormente, en pupas del hospedero natural D. saccharalis.


Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Control Biológico de Insectos de la Facultad de Ciencias Biológicas y Ambientales de la Universidad Federal da Grande Dourados (UFGD) en la ciudad de Dourados, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.


Para la multiplicación del hospedero neutro Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidade), las larvas se mantuvieron en bandejas de plástico de 29 x 23 x 11 cm y se alimentaron con salvado de trigo (97 %), levadura de cerveza (3 %) y rebanadas de chayote (Zamperline y Zanuncio, 1992), col, caña de azúcar o pepino, para suplementar la alimentación.


Los huevos del barrenador de la caña de azúcar se obtuvieron de la cría del LECOBIOL. Después de la eclosión, las larvas de D. saccharalis se colocaron en potes con dieta artificial, donde permanecieron hasta la formación de pupas. Las pupas se recogieron, se seleccionaron para montar el experimento y las restantes fueron colocados en jaulas de PVC (10 x 22 cm), 50 adultos (20 machos y 30 hembras) recubiertas con hojas de papel humedecido, que sirve como sustrato para la oviposición. Las jaulas se sellaron con gasa y elástico (Parra, 2007).


Las pupas de B. mori fueron proporcionados por el sericicultor Msc. Bruno Pontin. Los adultos de T. howardi oriundos del LECOBIOL se mantuvieron en tubos de vidrio (2,5 x 8,5 cm) cerrados con algodón y alimentados con gotas de miel pura. Para mantenimiento de la cría, pupas de T. molitor de 24 horas se expusieron al parasitismo por siete hembras de T. howardi durante 24 horas. Después de este período, las pupas parasitadas fueron individualizadas y se mantuvieron a 25 ± 1 °C, humedad relativa de 70 ± 10 % y fotoperiodo de 14 horas hasta la emergencia de adultos (Vargas et al., 2011).


Tetrastichus howardi fue multiplicado por tres generaciones en pupas de 24 h de edad de T. molitor (hospedero neutro para eliminar un posible acondicionamiento al hospedero de multiplicación). Dos grupos de catorce hembras de T. howardi se multiplicaron por separado, durante tres generaciones, uno en pupas de 72 h de edad del hospedero alternativo B. mori y otro en pupas de 24 h de edad del hospedero natural D. saccharalis. Luego, cincuenta pupas de D. saccharalis de 24 h de edad se individualizaron y se expusieron durante 24 horas al parasitismo de una hembra de T. howardi, multiplicado previamente en pupas de B. mori o de D. saccharalis (25 ± 2 °C, 70 ± 10 % de humedad relativa y fotoperiodo de 14 horas).


Se evaluó el porcentaje de parasitismo, es decir, la estimación del número de pupas parasitadas por tratamiento, descontándose la mortalidad natural del hospedero, en otras palabras, aquellas pupas que por ventura en el control no hayan llegado a adultos. También se evaluó el porcentaje de emergencia de la progenie, el número de parasitoides emergidos por pupa de D. saccharalis (progenie), duración del ciclo de vida (huevo-adulto) y proporción sexual (RS = número de hembras / número de adultos) de T. howardi. El sexo de los parasitoides se determinó de acuerdo a las características morfológicas de las antenas (Costa et al., 2014).


Para la evaluación de la longevidad media en días se seleccionaron al azar 20 hembras y 20 machos de T. howardi de cada tratamiento, en el día de su emergencia, individualizados en tubos de ensayo conteniendo una gota de miel para alimentación, donde permanecieron hasta su muerte. El diseño experimental fue completamente al azar con dos tratamientos representados por T. howardi después de haber sido multiplicado en cada hospedero (B. mori o D. saccharalis), con diez repeticiones, cada una representada por cinco pupas individualizadas con una hembra parasitoide, totalizando cincuenta pupas por tratamiento. Los promedios de las características biológicas mencionados se compararon por análisis de varianza (ANOVA) a 5 % de probabilidad, pues el test F es concluyente para dos tratamientos.


Como resultados de nuestra investigación obtuvimos que la multiplicación sucesiva de T. howardi en el hospedero B. mori y posteriormente multiplicado en el hospedero natural D. saccharalis, no afectó el parasitismo: 86,00 ± 3,61 % en pupas de D. saccharalis después multiplicado por tres generaciones en pupas de B. mori y 92,00 ± 4,12 % en pupas de D. saccharalis (F = 0,60; p = 0,46). Sin embargo, hubo diferencia en la emergencia: 68,00 ± 4,12 % en pupas de D. saccharalis después multiplicado por tres generaciones en pupas de B. mori y 92,00 ± 2,65 % en pupas de D. saccharalis (F = 12,00; p = 0,01) (Fig. 1). Por otra parte, se informa por primera vez en la literatura, la posibilidad de multiplicación de T. howardi en pupas de B. mori.
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El número de inmaduros (F = 1,53, p = 0,25), la progenie (F = 1,04; p = 0,34), la duración del ciclo de vida (F = 1,97; p = 0,20) y la longevidad de las hembras (F = 3,81; p = 0,09) de T. howardi en pupas de D. saccharalis después multiplicado por tres generaciones en pupas de B. mori fueron semejantes (Tabla 1). La proporción sexual (F = 14,25, p = 0,01) y longevidad de machos (F = 70, 20 p = 0,03) difirieron (Tabla 1).
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El elevado índice de parasitismo de T. howardi en pupas de D. saccharalis después de multiplicarlo por tres generaciones en pupas de B. mori y D. saccharalis demuestra la capacidad del parasitoide para adaptarse a diferentes especies de hospederos. Esto es importante, pues puede reducir los costos de producción de este enemigo natural, viabilizando su uso en programas de control biológico. Además, dado que el parasitismo es la característica principal para condiciones de campo y cómo este parámetro no se vio afectado, creemos que la producción de T. howardi en B. mori no influye en la eficacia del control de insectos plaga.


Por otro lado, el porcentaje de emergencia de T. howardi en pupas de D. saccharalis fue mayor que en pupas de D. saccharalis después de multiplicado por tres generaciones en pupas de B. mori. Esto se puede atribuir a multiplicaciones consecutivas de este parasitoide en los hospederos (Pereira et al., 2009). Sin embargo, es de destacar que la calidad y el número de parasitoides producidos en pupas del gusano de la seda son superiores que los obtenidos de D. saccharalis. Esto ha sido comprobado para los eulofideos Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) y Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) que ya han sido producidos en pupas de B. mori sin comprometer sus características biológicas, lo que demuestra la viabilidad y posibilidad de multiplicación de T. howardi en pupas del gusano de la seda (Pereira et al., 2010b; Calado et al., 2014).


La proporción sexual de T. howardi después de multiplicarlo por tres generaciones en pupas de B. mori y D. saccharalis presentó diferencias significativas. Sin embargo, en ambos tratamientos, la proporción sexual alcanza el índice exigido (igual o superior a 0,5) para el control de calidad de parasitoides, en multiplicaciones masivas (Da Silva et al., 2008).


El número de inmaduros y el ciclo de vida (huevo-adulto) fueron semejantes en ambos tratamientos, esto sugiere que el hospedero alternativo es de calidad y no interferirá con el período de desarrollo de T. howardi, pues la duración del ciclo de vida un parasitoide depende de varios factores, entre ellos la especie hospedera (Zago et al., 2006).


La longevidad de las hembras fue semejante en ambos tratamientos, sin embargo, la longevidad de los machos fue menor en los parasitoides multiplicados por tres generaciones en pupas de B. mori que en los multiplicados en D. saccharalis, no obstante, este parámetro no influye en la multiplicación masiva, pues, la función de los parasitoides machos es la de aparearse con las hembras en las primeras horas después de la emergencia y son las hembras parasitoides las responsables por el parasitismo y la progenie de producción (Uçkan y Gulel, 2002; Amalin et al., 2005), lo que disminuye la infestaciones de poblaciones de plagas en condiciones de campo.


Si bien ha habido diferencias en la emergencia de adultos y en la proporción sexual de T. howardi, multiplicado durante tres generaciones en B. mori, y posteriormente multiplicado en el hospedero natural D. saccharalis, son varios factores que justifican la multiplicación de este enemigo natural en pupas de B. mori como el bajo costo de las pupas del gusano de la seda; la fácil obtención de las mismas con los sericicultores; mayor número de individuos emergidos de pupas de B. mori por ser éstas de mayor tamaño que el hospedero natural y la disponibilidad de un hospedero alternativo.


CONCLUSIONES


Las informaciones obtenidas en este estudio pueden mejorar y facilitar el control biológico de plagas, principalmente, con la utilización de parasitoides, debido al hecho de que T. howardi parasita y se desarrolla en pupas de B. mori.


De manera general, la multiplicación de T. howardi durante tres generaciones en pupas del hospedero alternativo B. mori no compromete las características biológicas de este parasitoide cuando se multiplica en su hospedero natural D. saccharalis a los efectos de su utilización en programas de control biológico.
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RESUMEN


El objetivo de este trabajo fue generar informacion acerca de cuál es el modelo de disposición espacial de Vatiga spp. en el cultivo de la yuca. Se realizaron muestreos en dos áreas comerciales de 2500 m2, divididas en 100 parcelas. Se contaron adultos y de ninfas de Vatiga spp. en las hojas basales y medias de la planta. En total, se realizaron doce muestreos quincenalmente, desde febrero hasta abril de 2014, época de mayor incidencia de esta plaga. De forma general, a través de los índices de dispersión (varianza/media, índice de Morisita y exponente K) y las distribuciones de frecuencia, se observa que la distribución espacial de Vatiga spp. es agregada, es decir, el padrón de distribución Binomial Negativa fue el que resultó de mejor ajuste a los datos obtenidos a campo, con el conteo de los individuos.


Palabras clave: Binomial negativa, chinche de encaje, muestreo.





ABSTRACT



The aim of this study was to generate information about which is the model of spatial distribution of Vatiga spp. in the cassava culture. Sampling was conducted in two commercial areas of 2,500 m2, divided into 100 plots. Adults and nymphs of Vatiga spp. were counted in the basal and medium plant leaves. In all, twelve samples were taken fortnightly from February to April 2014, when occurs the highest incidence of this pest. Based in the indices of dispersion (variance/mean, Morisita index and K exponent) and the frequency distributions, it was observed that the spatial distribution of Vatiga spp. is aggregate, it means that the standard Negative Binomial distribution was the best fit to the field data obtained, with the counting direction of individuals.


Keywords: Lace bugs, negative binomial, sampling.





El cultivo de la yuca, Manihot sculenta (Crantz, 1766), en términos de nutrición humana, es uno de los más importantes en el contexto socio-económico. Cultivada en aproximadamente 180 países, con aproximadamente 53,6 millones de hectáreas plantadas y con una producción de 752,6 millones de toneladas, es considerada la principal fuente de hidratos de carbono para satisfacer las necesidades alimentarias de más de 925 millones de personas, en aproximadamente 105 países de las zonas tropicales y subtropicales (FAO, 2010; FAO, 2011).


Entre las especies de insectos que causan danos económicos al cultivo de la yuca, la chinche de encaje Vatiga manihotae (Drake, 1922) y Vatiga illudens (Drake, 1922) (Hemiptera: Tingidae) se ha destacado como plaga importante (Bellon et al., 2012; Bellon et al., 2014). Los perjuicios ocasionados por V. illudens en plantaciones de yuca están relacionados con el hábito de alimentación de succión de savia, defoliación prematura, ocasionando reducción de la parte aérea de la planta (Paula-Moraes etal., 2007).


Vatiga spp. infecta el cultivo en el inicio de la estación seca y en altas densidades puede disminuir la productividad de las raíces de yuca en el orden de 18 % a 39 % (CIAT, 1990; Schmitt, 2002; Fialho et al., 2009). Adultos de Vatiga spp. presentan color gris, midiendo 3 mm, las ninfas son más pequenas de coloración blanca (Schmitt, 2002). De postura endofítica en la hoja, cada hembra puede ovipositar de 61 a 94 huevos (Borrero y Bellotti, 1983; Farias, 1987). La fase de huevo varía en promedio 11,5 ± 3,5 días, la fase ninfal presenta cinco estadios que duran 15 ± 2 días (Borrero y Bellotti, 1983; Bellotti et al., 1983). Los adultos viven de 23 a 90 días, con oviposición hasta los 34 días (Mutis, 1974).


El conocimiento de la disposición espacial de insectos es una de las etapas para construir un plan de muestreo secuencial. El test secuencial de la razón de probabilidades, sigue con uno de los modelos más utilizados para el conteo de insectos y en la toma de decisiones, siguiendo los principios del Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Wald, 1945; Binns y Nyrop, 1992), una vez que diferentes distribuciones resultan en la forma como son elaboradas las expresiones matemáticas del plano secuencial (Young y Young, 1998).


La dispersión espacial de una población en un agroecosistema básicamente responde a tres modelos: agregado (o contagioso), aleatorio (o al azar) o uniforme (o regular) (Southwood, 1978; Kuno, 1991). Diversos modelos matemáticos son utilizados para evaluar la distribución espacial de insectos. Se destacan los modelos probabilísticos (Poisson, Binomial negativa e Binomial Positiva) por la amplia aceptación relatada en diversos trabajos publicados y por la simplicidad matemática (Fernandes et al., 2003; Fonseca et al., 2013; Souza et al., 2013). La toma de decisión para reducir la población de Vatiga spp. en plantaciones comerciales de yuca depende del conocimiento de distribución espacial de sus ninfas y adultos, lo que nos motivó a la realización de este trabajo.


El monitoramiento se llevó a cabo en el primer ciclo del cultivo 2013/2014, en dos áreas de producción comercial de yuca para industria, ubicado en el municipio de Ivinhema, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Cada área de muestreo utilizada fue delimitada en 2.500 m2, situada en las siguientes coordenadas geográfica: área uno (22° 22' S, y 53°55' W); y área dos (22°21' S, y 53°53' W).


La distancia de plantación fue de 0,90 m entre hileras y 0,45 m entre plantas de la variedad de almidón blanco, siendo esta variedad la más importante en términos de área sembrada en el municipio de Ivinhema y la región, además de ser tolerante y resistente a las plagas (Paula-Moraes et al., 2007; Sagrilo et al., 2010). Las estacas se plantaron en el día 28/07/2013, la fertilización utilizada fue de 350 kg ha-1 (N-P2O5-K2O formulación 00-30-10) y en el área no se utilizó ningún tipo de tratamiento químico para controlar Vatiga spp.


El área del monitoramiento fue dividido en 100 secciones de 25 m2 (5 m x 5 m). Los muestreos se llevaron a cabo quincenalmente en las áreas del trabajo. Para el muestreo de ninfas y adultos de Vatiga spp., se realizaron observaciones visuales, en el período matutino, inclinándo las hojas lateralmente. Se observaron cinco plantas al azar por parcela y se tomaron muestras de una hoja del tercio medio y otra de la región basal de cada planta (Oliveira et al., 2001; Fialho et al., 2009).

Los muestreos fueron realizados en el  primer ciclo del cultivo entre las fechas 15/02/2014 y 01/05/2014, totalizando seis muestreos para cada área de trabajo, de acuerdo con la ocurrencia de V. illudens (Oliveira et al., 2001; Fialho et al., 2009). Para determinar la disposición espacial del insecto se consideró la media de los adultos y ninfas de encaje V. manihotae y V. illudens encontrados en las parcelas del área de trabajo, para ello, se utilizaron los siguientes parámetros:


El índice varianza/media (/) mide la desviación de un arreglo de los datos de la aleatoriedad. En este índice, los valores iguales a la unidad indican disposición espacial al azar o aleatorio; ya los valores menores que la unidad indican disposición espacial regular o uniforme y los valores significativamente superiores a 1 muestran disposición agregada o contagiosa (Rabinovich, 1980).


El índice de Morisita (/δ) es relativamente independiente del promedio y del número de muestras. Así, cuando /δ= 1, la distribución es aleatoria; cuando /δ > 1 la distribución es del tipo contagioso y cuando /δ < 1 indica una distribución regular (Silveira Neto et al., 1976).

El exponente K de la Distribución Binomial Negativa es un índice adecuado de dispersión cuando el tamano y los números de unidades de muestreo son los mismos en cada muestra, ya que, frecuentemente, éste está influenciado por el tamano de las unidades de muestreo. Este parámetro es una medida inversa del grado de agregación, en este caso, los valores negativos indican una distribución regular o uniforme, los valores positivos, cercanos a cero, indican disposición agregada y los valores más altos que ocho indican una disposición al azar (Elliot, 1977; Southwood, 1978).


Para el análisis de la distribución teórica de frecuencias, se utilizaron la distribución de Poisson y la Binomial Negativa. La distribución de Poisson o distribución aleatoria se caracteriza por presentar varianza igual a la media (S2 = m). La distribución Binomial Negativa presenta varianza mayor que el promedio, indicando de esta forma, distribución agrupada (Young y Young, 1998).


Para verificar el ajuste de los datos colectados a campo a las distribuciones teóricas de frecuencia, se utilizó el test chi-cuadrado de adherencia que compara el total de las frecuencias observadas en el área de muestreo con las frecuencias esperadas, de acuerdo con Young y Young (1998); siendo estas frecuencias definidas por el producto de las probabilidades de cada clase y el número total de unidades de muestreo utilizadas. Para la realización de este test, se optó por fijar una frecuencia esperada mínima igual a la unidad.


La mayor incidencia de Vatiga spp. fue en el día 02/03/2014, con un promedio de 4,52 y 3,43 individuos por parcela (Tabla 1). Con una precipitación acumulada en 15 días, de 8,84 mm, no día 02/03/2014, indica una escasez de precipitaciones y adicionado al temperatura favorable durante el período de muestreo pueden haber favorecido la incidencia de la plaga (Fig. 1). El patrón de distribución Vatiga spp. en el cultivo de la yuca fue agregado, de acuerdo con los índices de varianza/media y Morisita, que fueron mayores que la unidad a lo largo del tiempo de muestreo. Los valores resultantes del exponente K, variaron desde 0,10 hasta 6,28, es decir, valores positivos debajo de ocho los cuales también caracterizan el comportamiento de agregación de la población de Vatiga spp. (Tabla 1).
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En este estudio fueron considerados el número de ninfas, adultos y ninfas + adultos en el campo, siendo importante contabilizar las fases de la población estudiada, debidoa a que ambos le causan danos a la planta. Solamente en el último muestreo la población de Vatiga spp. (con promedio de 0,10 a 0,13 individuos) se ajustaron a la distribución uniforme (Tabla 1). Considerado los resultados del chi-cuadrado en Poisson, éstos fueron significativos a 1 % de probabilidad para seis muestreos, o sea, se descarta la hipótesis nula para la mayoría de los muestreos (Tabla 2). Sin embargo, delos seis muestreos realizados, cinco muestreos se ajustaron al modelo de distribución binomial negativa, con test de chi-cuadrado no significativo, es decir, descartando la hipótesis alternativa (Tabla 2).
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Dentro del período de muestreo entre los días 15/02/2014 al 01/05/2014 ocurrió la mayor incidencia de Vatiga spp., en marzo con 4,52 y 3,43 individuos por parcela. Esta mayor incidencia encontrada puede estar relacionada a estación seca, una condición favorable para el aumento de la población de Vatiga spp. (Oliveira et al., 2001; Fialho et al., 2009; Embrapa, 2014).


Para la mayor parte de las evaluaciones, ninfas, adultos y ninfas + adultos de Vatiga spp. los valores fueron superiores a la unidad con una significación estadística de 5 % de probabilidad para el índice Morisita, mayores que la unidad para la varianza/media y valores resultantes del exponente K, positivos abajo de ocho demuestra un patrón de agregación de la plaga. La disposición de agregación de los artrópodos puede ser debido al hecho de que las poblaciones de los individuos tienden a trasladarse para áreas donde la población es más abundante, y los machos son atraídos por feromonas sexuales exhaladas por las hembras para el apareamiento (Taylor y Taylor 1977; Ventura et al., 2001).


Este patrón de distribución espacial, de modo general, se informa para diferentes artrópodos en cultivos de importancia económica (Southwood, 1978; Davis, 1994; Fernandes et al., 2003; Pereira et al., 2004), como se ha demostrado para B. tuberculata (Bondar, 1923) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Silva et al., 2013). La agregación observada para ninfas, adultos y ninfas + adultos de Vatiga spp. puede ser debido a una gran cantidad de huevos depositados en una única hoja (Borrero y Bellotti, 1983). Estos factores de atracción por feromonas y oviposición no fueron considerados en este trabajo, sin embargo, pueden haber contribuido para la agregación de Vatiga spp. en la yuca.


A partir del conocimiento de la distribución espacial de la población de Vatiga spp. y el conocimiento de los niveles de dano y acción de esa plaga en la yuca, es posible elaborar un plan de muestreo secuencial, como se ha elaborado para B. tuberculata en el cultivo de la yuca con dos niveles de control, uno para el método biológico y otro para el método químico (Silva et al., 2014). Los planes de muestreo secuenciales son bastante rápidos en la toma de decisión sobre controlar la plaga o no.


Valores significativos al 1 % de probabilidad para los resultados del test de alejamiento de la aleatoriedad para chi-cuadrado en Poisson, descarta la hipótesis nula, y se ajusta al modelo alternativo. Por lo tanto, se acepta el modelo de la distribución binomial negativa, debido a los resultados encontrados para este test como es informado en la amplia literatura (Silva et al., 2013; Mota et al., 2013).


CONCLUSIONES


La población de Vatiga spp. está distribuida de forma agregada en el cultivo de la yuca. El modelo de distribución binomial negativa fue el mejor que describió la distribución espacial de Vatiga spp. en el cultivo de la yuca. Este modelo de distribución espacial exige un menor número de unidades por área en comparación a los modelos de muestreo convencional para que los datos obtenidos en el muestreo no subestimen o sobreestimen el número de insectos plagas en el área. La disposición espacial de populación de Vatiga spp. es agregada durante el período de mayor ocurrencia en el cultivo de la yuca. Este conocimiento del arreglo de distribución espacial de Vatiga spp. facilita la realización más rápida del muestreo en el cultivo de la yuca luego de la elaboración del plan de muestreo, auxiliará al productor para realizar muestreos de la población de la plaga.
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RESUMEN


En la Reserva Natural Río Ñambi, ubicada en la vertiente del pacífico de los Andes de Colombia, región del Chocó biogeográfico, se estudió la composición de las chinches semiacuáticas. Dos familias Gerridae y Veliidae, cuatro géneros Potamobates, Charmatometra, Rhagovelia y Microvelia y doce especies fueron registradas. Rhagovelia fue el más diverso con cuatro grupos y nueve especies; se incluye una clave ilustrada para las especies de éste género, proporcionando notas sobre la distribución geográfica.


Palabras clave: Gerridae, Gerromorpha, Rhagovelia, sudoeste Colombia, Veliidae.





ABSTRACT


In the Ñambi River Natural Reserve, located in the Pacific slope of the Colombian Andes in the Chocó biogeographical region was studied the composition of semi-aquatic bugs. Two families Gerridae and Veliidae, four genera Potamobates, Charmatometra, Rhagovelia and Microvelia, and twelve species were recorded. Rhagovelia was the most diverse with four groups and nine species, also a key illustrated to species of this genus was included. Additionally notes about geographical distribution were provided.


Keywords: Gerridae, Gerromorpha, Rhagovelia, South-west Colombia, Veliidae.





Estudios previos en la Reserva Natural Río Ñambí para aves, mamíferos, hormigas, mariposas y opilionidos, han demostrado la riqueza y endemismo de la fauna terrestre. Varias especies nuevas han sido descritas en aves, himenópteros, opilionidos e igualmente una alta diversidad en mariposas (Salaman, 1994; Solarte, 2005; Parra et al., 2006; Benavides y Giribet, 2007). Sin embargo, son pocos los estudios realizados respecto a la fauna asociada a ecosistemas acuáticos y menos aún en insectos.


Los hemípteros de la película superficial del agua, son insectos acuáticos hemimetábolos, incluidos en el infraorden Gerromorpha, que hacen parte activa en las cadenas tróficas de los ecosistemas acuáticos y que al ser predadores pueden actuar como organismos potenciales para el control biológico; además hacen parte de la dieta alimenticia de otros invertebrados y vertebrados (Polhemus, 1996; Yanoviak, 1999; Aristizábal, 2002).


Gerromorpha, incluye las chinches semi-acuáticas que viven sobre el agua o en plantas flotantes o en los márgenes de los cuerpos de agua, muchas especies presentan comportamiento anfibio. La vasta mayoría de las especies (familias Gerridae y Veliidae) presentan garras tarsales subapicales (o anteapicales), más fácilmente visibles en las patas anteriores. Las familias de Gerromorpha presentes en el neotrópico son: Mesoveliidae, Hebridae, Hydrometridae, Veliidae y Gerridae (Nieser y Melo, 1997; Heckman, 2011).


En el área incluida del departamento de Nariño en la región del Chocó biogeográfico, se destacan algunos trabajos sobre hemípteros acuáticos tales como los asociados al litoral del Pacífico de Mesoamérica y Colombia (Polhemus y Manzano, 1992) y los trabajos en la Planicie Costera del Pacífico Colombiano, entre estos Padilla-Gil (2010), Padilla-Gil (2012), Padilla-Gil (2013), Padilla-Gil (2014), Padilla-Gil y García (2013), Padilla-Gil y Moreira (2013) y del Pacífico de Costa Rica y Colombia, Padilla-Gil y Pacheco-Chaves (2012).


Con el objeto de conocer los hemípteros de la película superficial del agua, en la Reserva Natural Río Ñambí, se realizó esta investigación que permite aportar conocimiento taxonómico y ecológico sobre los hemípteros semi-acuáticos presentes, con miras a fortalecer las propuestas y proyectos relacionados con la conservación de la biota y de los recursos hídricos como área de reserva natural y como parte de la región del Chocó biogeográfico, ubicada en el departamento de Nariño.


La Reserva Natural Río Ñambí (RNRÑ) se localiza en el municipio de Barbacoas, a 1º28'20" N, 77º35'10" W, con altitudes entre 1100 y 1600 m s.n.m., temperatura media de 20 ºC, precipitación media anual de 7000 mm y vegetación bosque pluvial premontano (Fig. 1). Esta área pertenece a la cuenca del Telembí y es irrigada por los ríos de menor caudal, Peje, San Francisco y El Espingo, los cuales desembocan en el Río Ñambí, además cuenta con numerosas quebradas.
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Se realizaron dos salidas de campo del 20 al 24 de junio y del 21 al 25 de noviembre del 2011. Se hicieron muestreos en cuerpos de agua lóticos y de flujo lento de agua, tres colectores actuaron simultáneamente por una hora de muestreo por sitio. Se colectó el material a través de una red de mano, malla de 1 mm. Los especímenes fueron transportados al laboratorio en frascos con alcohol al 70 %, donde posteriormente se procesaron y determinaron. Todo el material biológico se depositó en la colección de entomología de la Universidad de Nariño (PSO-CZ). Todas las medidas se dan en milímetros (mm).


Para la clave de las especies de Rhagovelia Mayr, 1865 se tiene en cuenta la disposición de las espinas en el fémur y tibia de la pata posterior; se adiciona el signo (+) que quiere decir continua con; por ejemplo (6+espacio+3): se disponen seis dientes (o espinas) seguidos de un espacio luego otros tres dientes.


Las familias presentes en la RNRÑ fueron Gerridae y Veliidae, con cuatro géneros y doce especies. Las dos especies de gerridos son P. anchycaya Polhemus y Polhemus, 1995 y Charmatomera bakeri (Kirkaldy, 1898).


Los velidos presentan mayor diversidad con diez especies, Microvelia pulchella Westwood, 1834 y nueve especies del género Rhagovelia, éste último esta representado por cuatro grupos; el grupo robusta con tres especies: R. imperatrix Padilla-Gil 2011; R. nicolai Padilla-Gil, 2011 y R. narinensis Padilla-Gil, 2011. El grupo cali con cuatro especies: R. tsecuri Padilla-Gil, 2009; R. cephala Padilla-Gil, 2009; R. deigmena Padilla-Gil, 2009; R. ramphus Padilla-Gil, 2009. El grupo bisignata con R. gastrotricha Padilla-Gil, 2011 y R. calceola Padilla-Gil, 2011 (ubicada en este grupo provisionalmente); y el grupo hambletoni con R. cardia Padilla-Gil, 2011.


Con el fin de determinar las especies del género Rhagovelia se presenta una clave taxonómica ilustrada con base en las descripciones originales (Padilla-Gil, 2009; Padilla-Gil, 2011a; Padilla-Gil, 2011b).

CLAVE PARA DETERMINAR LAS ESPECIES DE Rhagovelia DE LA RNRÑ


1. Pronoto, mesonoto y metanoto visibles en vista dorsal (Figs. 2 y 3)....................................................................2
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1'. Pronoto cubre totalmente el mesonoto y deja ver sólo el metanoto (Fig. 4)...........................................................8


2. Largo del pronoto en la línea media dorsal más corto que el largo de la cabeza (Fig. 2)............................................3


2'. Largo del pronoto en la línea media dorsal más largo que el largo de la cabeza (Fig. 3)............................................5


3. Superficie ventral del abdomen cóncava, cubierta con setas largas, amarillas (Fig. 5)........................R. gastrotricha


3'. Superficie ventral del abdomen aplanado, triangular, no cóncava.........................................................................4
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4. Mesonoto en el centro con una mancha pequeña brillante con forma de corazón; parámero del macho característico (Fig. 6) ................................................................R. cardia
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4'. Mesonoto sin mancha central, liso. Tibia posterior con nueve dientes pequeños (6+espacio+3) y espina apical; macho y hembra con conexiva levantado en 60 º; parámero del macho característico (Fig. 7) ....................... R. calceola


5. Tibia posterior con 20 dientes pequeños, negros, dispuestos en una fila a lo largo del margen posterior y espina apical pequeña y negra; parámero del macho distintivo (Fig. 8)..................................................R. tsecuri

5'. Tibia posterior con 10-13 dientes pequeños, negros, dispuestos en la mitad basal o en los 2/3 basales.............6


6. Largo del macho mayor o igual a 4,00.........................7


6'. Largo del macho 3,80; tibia posterior con doce dientes pequeños, negros, dispuestos en una fila a lo largo de la mitad basal; parámero del macho distintivo (Fig. 9).......R. ramphus


7. Largo del macho 4,46; fémur anterior ligeramente encorvado en la punta; tibia posterior con diez dientes pequeños, negros, dispuestos en una fila a lo largo de la mitad basal; parámero del macho distintivo (Fig. 10).......R. cephala


7'. Largo del macho 4,40; tibia posterior con 13 dientes pequeños, negros, dispuestos en una fila a lo largo de los 2/3 basales del margen posterior. Parámero del macho, puntado en el ápice y ensanchado en la base (Fig. 11)....R. deigmena


8. Especies grandes, largo del macho 5,93, ancho máximo 2,13. Fémur posterior con un fila dorsal y superficie ventral con ∼4 filas con disposición irregular. Tibia posterior con dientes de tamaño igual, parámero del macho distintivo (Fig. 12)..........................................................R. narinensis


8'. Especies pequeñas, largo del macho ≤ 5,8, ancho máximo ≤ 2,0. Fémur posterior con una fila de espinas dorsal y superficie ventral con varias espinas pequeñas, negras dispuestas en forma irregular. Tibia posterior con un diente más largo en los 2/3 distales; parámero del macho distintivo de acuerdo con la especie.................................9


9. Largo del macho 5,6, ancho máximo 2,0. Fémur posterior con una fila de espinas dorsal de 9 dientes negros: 3 + espacio + 5 dientes en los 2/3 distales + 1 diente similar a una espina moderadamente largo cerca del centro del ápice del fémur; parámero del macho distintivo (Fig. 13)..................R. nicolai


9'. Largo del macho 5,86, ancho máximo 1,72. Fémur posterior con una fila de espinas dorsal de 6 dientes negros: 1 diente pequeño en el tercio basal + espacio + 4 dientes en la mitad distal + 1 diente negro, triangular cerca al centro del ápice del fémur; parámero del macho distintivo (Fig. 14)....R. imperatrix

NOTAS SOBRE HÁBITAT Y DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA

La RNRÑ presenta tres especies de Rhagovelia del grupo robusta, ampliamente distribuido desde Mesoamérica hasta Sudamérica, es el único sitio donde comparten hábitats similares tres especies. El hábitat es caracterizado por charcas superficiales (menos de 50 cm de profundidad), sustrato arcilloso, flujo de agua de baja corriente, aguas cristalinas, en sitios umbrosos y cercanos al camino.

Los Rhagovelia del grupo cali, presentan distribución restringida en los Andes de las cordilleras Central y Occidental de Colombia, el grupo esta representado por tres especies que se encuentran en diferentes hábitats desde charcas de baja corriente de agua hasta quebradas y en el Río Ñambí. La distribución de este grupo se limita al piedemonte del Pacífico y desaparece en la planicie costera.

Los Rhagovelia de los grupos bisignata y hambletoni, con amplia distribución geográfica en América, inician su distribución geográfica y altitudinal hacia los 1000 m s.n.m. en el piedemonte del Pacífico y extienden su rango hasta el nivel del mar en Tumaco, hay que anotar que las especies presentes en el pidemonte, en este caso en la RNRÑ son diferentes a las de la planicie del pacífico. Prefieren aguas caudalosas, abiertas y sustrato rocoso, tales como quebradas y Río Ñambí.

Las especies P. anchicaya y M. pulchella al parecer inician su distribución geográfica en el piedemonte del pacífico, desde los 1200 m s.n.m. hasta el nivel del mar en Tumaco. C. backeri esta ampliamente distribuida en la RNRÑ, se la encuentra tanto en charcas de baja corriente umbrosas hasta quebradas de aguas expuestas, son alopátricas con P. anchicaya, que generalmente se la encuentra en hábitat restringidos, en este caso en la quebrada del Espingo.

CONCLUSIONES

La diversidad del género Rhagovelia, con representación de cuatro grupos y nueve especies, al parecer endémicas de esta área geográfica, es consecuencia de la variedad de microhábitats, la ubicación estratégica única en el piedemonte costero de la RNRÑ y la conservación de bosque con baja intervención antrópica.


La distribución de las especies de Veliidae y Gerridae, permiten visualizar la influencia tanto de los Andes como de la llanura del Pacífico. Es probable que estudios posteriores muestren nuevas especies de heterópteros acuáticos por la variedad de microhábitats no explorados en la RNRÑ y en áreas cercanas. La conservación y el manejo sustentable de los recursos naturales e hídricos de la Reserva, permitirán la continuidad de estas especies en este ecosistema único en los Andes tropicales.
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Table 5. Mean values and respective standard deviations (between brackets) of morphological and anatomical traits of studied species. Legend: LFM = leaf fresh mass (g); LDM = leaf dry
mass (g); LT = leaf thickness (mm); LA = leaf area (cm’); SLA = specific leaf area (cmg"); LD = leaf density (mm”mg"); LWC = leaf water content (g); SD = stomata density (n.mm-);

PP - palisade parenchyma thickness (wm); SP = spongy parenchyma thickness (ym); WSP = water storage parenchyma thickness (um); PP/SP = palisade parenchyma thickness/spongy
parenchyma thickness and)or water parenchyma thickness; Rh = herb restings; Ra = Shrub restinga; Raa = Shrub-tree Restinga and Fe = transition forest. Different letters in the same roll
‘among vegetation for cach species means significant differences, by Tukey test, (p < 0,05). (*) = not present.
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Tabla 5. Composicién de la cacera e dos comunidades Piarca y Cumipaco del Resguardo Selva del Matavén, Vichada.
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Tabela 2. Descrgio dss categonas de integridade bideca (adapeado de Kar, 1981, Roch etal, 1999, Ferria ¢ Cazsac, 2006).
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Table 2. Treatments evaluated for regeneration of somaric embryos in genotype SRQ-93.
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Table 6. Results of variance analyses (ANOVA) of morphological (N - 500) and anatomical (N = 125) traits of studied species, post hoc by Tukey test, (p < 0.05).

Morphological aits Vamonia airassavica Dodonacaviscosa Symphyopappus casarciioi
Lim F g = 299.2,p < 0.0001 F ™ 275.6,p < 0.0001 F g = 284.4,p < 00001
oM 1™ 2979, p<0.0001 oo 2176, p< 00001 oo 252.3,p< 0.0001
T F, - 3316, 9 < 0.0001 F, 0= 2334, 9 < 0.0001 F, - 302.2,p < 0.0001
LA e ~4294,p <0.0001 F, g~ 373.6,p<0.0001 F, g = 380.2,p < 0.0001
s F e = 1926, < 0.0001 F o= 45,7, < 0.0001 P = 67.2,p < 0.0001
0 F - 1329, 9 <0.0001 ™ 34.4,p< 00001 F = 1707,p< 00001
we F = 2807,p < 0.0001 F o - 281.6,p <0.0001 o = 2807,p < 0.0001
SO, PP, 5P, WSP, PP/SP Fym= 2277, p<0.001 Fy =491, p<0.0001 Fy = 34.5,p < 00001
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Tabela 1. Acributez biclégicos ¢ pentuasse do 1B (sdapeado de Kar, 1981; Roth eral, 1999; Ferreira ¢ Cazsati, 2006).

Aciburos Ponuagze
5 3 "
T Wimers 3 pie S wesnw
2 Nimernde copbis com b whnerbidade (£50) <10 W05,z o3
Compesgio « rqueza de copécies 3. Nimrn e spécie com s wlnerabid ( 50 ) s 2
4 Mimer e Stufomes 1 o o
= Rimers de erafomes S sen w
[ 0 = =
5 7 Nimersdecplcir derss 0 = 2
Crpstisanite [ E————— = EEPTRT]
DIy —— ETI LN
. 10 Nimer de el pligicns ST TE T
[ Ty e ey 0 20527 7






OEBPS/Images/v21n1a05t4.jpg
Table 4. PlatiiyIndes salues of leaf rsits from xudhed species. Legend: H = highe (m); LFM = leaf resh mazs (g); LDM = eofdry mass (g); LT
= s aicnss (), L= eafare () SUA =il are e ) D = iy () WC = et concon g 50~
ot denety (s mm-), PP~ paladeparenchyma e s B = spengy parencyma ke m) WSP - o orage sarenchyma

s () PSP - palsade paenchymalspongs parenchy 3 /o whcer g arenchs
[ Spocis
Vi unsaics Dodonea vicoss Symplopappuscasaeol
W =] [
[ 050 st
o =]} [
[ o
[ s 081
)y (5] o7
[0 08 o7
e e o
E [E] o7s
3 [ o 3
el 03 0 03¢

D e 05 3






OEBPS/Images/v21n1a14f4.jpg
° ' s A 3 s Ey A

Figua 4. Exnctrssde o poblciones de b smarg. b, o fins o g | cus afine 1 1 4. s afns i .
ety e S SR F ity T i iy g e





OEBPS/Images/v21n1a06f3.jpg





OEBPS/Images/portada 21 (1).jpg
| NACIONAL

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

VOL. 21 n.1, 2016 (enero-abril)
ISSN: 0120-548X (impreso)
ISSN: 1900-1649 (en | nea)

ACTA BIOLOGICA
COLOMBIANA






OEBPS/Images/v21n1a01t1.jpg
‘Table 1. Some studies of the human microbiota in health and disease.

See Variable ofinret Reference
D (s, herivrss omvors) Ly et 3008 rummugam et 2
ncsine Tone v emaronmentalcondrion: (eeetat, 2011)
Obese v tean Curmbaugh o
San Temporat and opographical varsnn (Gnee et
et ndvadunt Eara 2010
o caiy
Microbices nd canes (Grosea.
Reproduc age (Rt
vagna Eactmal agnoes ngeral, 2

Trmomoras e v meron

Eromaner

Respraory race

G s predominane roupe

Ve el 2012

ey iy el 2010
Chvom et pumonary dease (gt 2011
Smckereve non-amakers (Crarkon tat, 2010)

Puimanary uberatoss

(Eonero ot F014)






OEBPS/Images/v21n1a02f2.jpg
[ Microslgs culivada er medio con Nirdgeno
I Microslgsculivada er medio sin Nirge

b b

08

06

@)

04

2001

150.

feroalgal seca
tivo)

100 b

E3 b
&

H

200,

150,

Lipidos fotales
/2 de blomasa microalgal seca)

100,
50

Figura 2. A, Tssdecsimiso. B Prcucin debiomase. . i d sidos o
alers 2o spreados comalas medissy o s decroepresnta o demiaions
ol oot (< 0,005 Tok e 3D Ty,






OEBPS/Images/v21n1a12f2.jpg
o262t <omts ) 00%)

32303 e <ones =) 60%

607 - @s) A

100 S0 60 40 20 0 20 40 60 S0 100

520 (100%
e 5.0%
e o (25%) 2

100 %0 60 40 20 0 20 40 6 80 100
Preferéncia (%)
OTratado @ Nao Tratado.

Figua 2. Prfriniade Clnbrusus st por g d iic-caup, s  n arados com diferenes concanases do 6 s
Felas e Sl mabgias (A)  Copiorm e (8. sgrifcaion = 1 % ¥ ke sigileasi pelo e do Qe Qundeade ( £0,06).





OEBPS/Images/v21n1a04t2.jpg
Table 2. Chemical characteristics (at 0-10 cm depeh) of soi samples zolleted under the tree arown projsction of A. shaverians, L. miemess and)
R gk speiesgrowing n e e, S ofParans, o

ey Guarsabs
Aschwusiana  Lraenoss  Romange A schaeiam  Lracemosa Romange
pAG, T saman  Samwa  simcs  ienata S
Aot g Siama semzma oo 0wndns  osose  onmsm
i+ Acmolgn’ 2 e7iscan g tswzns  gossosa  samaome  swmame  samone
Cacmoldm® Aonoem  samvmma  swwsea s swsisar  szeias
g ol g™ St EieaimA  EieaitA  EoversA  Siimima i
Kemo g D T ) I SN SV YEY
Popm ozt assaant  anons  hemviA  Seaiia i
Ngam SshaAavhosia  adnaswA  si0rwe  ssmases  swose
Cgam® oaka momieba  oiszaa  syesisws  sraaie  ossdime
Nacmolgm  ssonis  Tiisia  Sieiisin panisia prmiiia Bahas
ECam [ I NI T S e TN S T e T S Y TR N= Y
o Y ey S T K S L T T R T T S YOy
om TSaiebs  Beiasta tsrinzea  smnashe  iomaose  izaizos
S(Emm) Sasen A sassea  sesdna  wsaem  97iasesa  a0s6n7ia
e N N Y AT ST S Y R Y T
W o7 G0AAIG10  G0065A5ah 86 ansA00n  @eedn  esouresh
e TosariTaA Tineran Tovema  Vieivme  niessme oraose

Fiohrtee LSO 0,05 Numbers llwed by difrne sl s anch el ik sh same s, e el dfeen. Narbirs
Fllowed by s cpil s i ame i, s rca o sh e i, e saidely e, o seefred o msn £
Vavimeb wrsdcny





OEBPS/Images/v21n1a09f2.jpg
[ 1

; —

Figure 2. Mean comparisn ofthe LSD neral 0 ealus the Sfeceofthe xplnt’scrign n th embiyogeni rssponss i af xlancs of
g5nceyPe 2. A. Resuks 0 days ate planin; b.rsponis 60 day air paning.





OEBPS/Images/v21n1a08t1.jpg
TS - Gl cllis e sk yusshonbliy b sk, Pt sond Gl Mp. enlul g

Dourade, B, fom March 2011 e ly 2012

Cimate Fctors Comsltion Corficent Probabity (5)
Rainall (rer) oo po3sts
Winimom e () 00496 p-oees7
Avnge cmperture (') oum pmomst
Msimum cenpersare o127 o502

“Signifiant comlaion sp <005






OEBPS/Images/v21n1a15f3.jpg
o rarasi,

ot

Figua 3. Zona de coz de s Curipac s o e d i dl s 2009 el o
e e R e T






OEBPS/Images/v21n1a11f4.jpg
Cépside P —

oI e ] 2

s Tu
L
dur

s

1

Repicass o }
IE

AR ——

[ Seoriuees v,

Figura 4. (2) Aol Flegenéico b en scuencio de I eonce e codifian pars n cipide  (8) I repliss vl de sl
4l Pt i X procedenes e ki e paps de s  oro ugares dh mundo. Loz nimres b o rmas indican 1o alere de

bt 75y o mimeres carnes  rhere o o prncpae  bcados dfndes el s Blogendee. L oo eshados

e e





OEBPS/Images/v21n1a04f5.jpg
S

W

UULFTU

T T LTI

i

gl g i P, B Nl B il 0 i A e A P i





OEBPS/Images/v21n1a14t1.jpg
Tabla 1. Pricticas culturales y actidades de mancjo en los sitios de mucstres con palma amarga (parcelas de rastrojo: R1-R4; parcelas con
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e iy ANOVA gt pe e s Seugenc evman Kl ++p <
0,01, 4447 0,001 em comparagta o grupo conaale negativo.
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