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  ABSTRACT


  For over five decades the dominant neo-Darwinian view is that natural selection acts only at the genic and organismal levels, but the ignored empirical evidence of multilevel selection occurring in nature obtained over the last fifty years does not agree with it. A long exchange of mathematical and theoretical arguments about the levels at which natural selection acts constitutes what is known as the 'levels of selection debate'. The large amount of empirical evidence, studied by quantitative genetics means, specifically contextual analysis, indicates that natural selection acts on levels of the biological hierarchy above and below that of the gene and organism, from the molecular to the ecosystem level, thus supporting what is called the multilevel selection theory. Beyond theoretical arguments, if empirical evidence for multilevel selection and contextual analysis results are carefully examined, the debate on the levels of selection is easily resolved: natural selection occurs in nature at different levels of biological hierarchy. This text provides an overview of such empirical evidence.


  Keywords: biological hierarchy, contextual analysis, group selection, multilevel selection, natural selection.

  


  RESUMEN


  Por más de cinco décadas la visión neo-darwinista dominante de la selección natural es que esta actúa únicamente a nivel génico y organísmico, pero la ignorada evidencia empírica de selección multinivel ocurriendo en la naturaleza obtenida durante los últimos cincuenta años no es consecuente. Un largo intercambio de argumentaciones matemáticas y teóricas sobre los niveles en los que actúa la selección natural constituye lo que se denomina como el "debate de los niveles de selección". La gran cantidad de evidencia empírica, estudiada mediante métodos de genética cuantitativa, específicamente el análisis contextual, indica que la selección natural actúa en niveles de la jerarquía biológica por encima y por debajo del nivel del gen y organismo, desde el nivel molecular hasta el ecosistémico, apoyando así lo que se denomina la teoría de selección multinivel. Más allá de argumentos teóricos, si se examina cuidadosamente la evidencia empírica de selección multinivel y los resultados del análisis contextual, se resuelve de forma sencilla el debate de los niveles de selección: la selección natural ocurre en la naturaleza en diferentes niveles de la jerarquía biológica. Este texto ofrece una revisión general de dicha evidencia empírica.


  Palabras clave: análisis contextual, jerarquía biológica, selección de grupo, selección natural, selección multinivel.

  


  INTRODUCTION: THE LEVELS OF SELECTION DEBATE


  Does natural selection operate at different biological levels besides these of the organism and/or gene? Is group selection a significant evolutionary force? Are neo-Darwinian theories as kin selection and direct reciprocity the exclusive explanations of cooperation and social behavior? These questions have overwhelmed entire generations of evolutionary biologists, generating hundreds of mathematical and theoretical papers in what is called the "levels of selection debate". However, in the discussions about the level at which selection occurs, empirical evidence has not been taken into account (Eldakar and Wilson, 2011). There is abundant empirical evidence of multilevel selection processes occurring in nature (Table 1; Stevens et al., 1995; Tsuji, 1995; Banschbach and Herbers, 1996; Campbell et al., 1997; Solis et al., 2002; Aspi et al., 2003; Donohue, 2003; Donohue, 2004; Weinig et al., 2007; Eldakar et al., 2010; Formica et al., 2011; Laiolo and Obeso, 2012; Moorad, 2013; Pruitt and Goodnight, 2014; Searcy et al., 2014; Campobello et al., 2015). The above listed questions can be largely answered if empirical evidence is seriously taken into consideration. Of course there are instances when the empirical evidence contradicts long-held theoretical arguments, but should this happen, the theory must be adjusted to the evidence rather than the evidence being adjusted to fit the theory.


  [image: ]


  Since 1960s, the controversy over the level at which selection occurs has been particularly strong. With the publication of Animal Dispersion in Relation to Social Behavior (Wynne-Edwards, 1962), a naïve vision of multilevel selection was developed. This early definition of multilevel selection suggested that natural selection acts by the good of the group, or in other words, natural selection only operates at levels higher than that of the individual. Multilevel selection, as the name implies, is now known to operate at a minimum of two levels of the biological hierarchy. Of course, the work of Wynne-Edwards (1962) was immediately and famously criticized (Hamilton, 1963; Hamilton, 1964a; Hamilton, 1964b; Maynard-Smith, 1964; Williams, 1966; Maynard-Smith, 1976). During the 1970's, several seminal works concerning cooperation and social behavior also appeared (Wilson, 1975a and Sociobiology by Wilson, 1975b). More recently, the controversy has revived. Nowak et al. (2010), Nowak et al. (2011) and Wilson and Nowak (2014) have made strong criticisms against the theory of inclusive fitness (Hamilton, 1964a; Hamilton, 1964b). These authors have shown mathematically that this theory applies to very limited cases. As such, they suggest choosing a social behavior model much closer to the concept of multilevel selection.


  THE CONCEPT OF MULTILEVEL SELECTION


  Multilevel selection occurs when natural selection acts simultaneously on two or more levels of the biological hierarchy (Heisler and Damuth, 1987). Thus, starting from the molecular level, to the genetic, cellular, organismal, family, deme, group, sub-population, population and even to the community or ecosystem level, it is possible for natural selection to occur given that the principles of evolution by natural selection are met: phenotypic variation, heritability and differential fitness (Lewontin, 1970). In addition, the strength and direction of natural selection acting on each hierarchical level may different (Goodnight et al., 1992). One of the main consequences of multilevel selection is that selfish individuals, meaning the lower level, outcompete altruistic individuals within the group, the higher level, however altruistic groups outcompete selfish groups (Darwin, 1871; Wilson and Wilson, 2007). When the strength of selection at a higher level of the biological hierarchy is strong enough for individual selection to be suppressed, a major transition in evolution occurs (Michod and Roze, 2001; Okasha, 2006; Szathmáry, 2015). Famously, there are three common features to a major evolutionary transition: entities capable of independent replication before the transition can only replicate as parts of a larger unit after it, labour division and changes in information storage and transmission (Szathmáry and Maynard Smith, 1995).


  Here are the arguments that support the existence of multilevel selection in nature (Okasha, 2006): i) the abstract nature of the concept of natural selection, derived from the concept of evolution by natural selection, which always occurs in entities which possess phenotypic variation, are heritable, and have differential levels of fitness (Lewontin, 1970), ii) the existence of a biological hierarchy, meaning that to achieve the complexity of a gene or a multicellular organism, natural selection must have occurred at lower levels of the biological hierarchy, i.e., a major transition in evolution, and iii) the abundant empirical evidence showing cases in which natural selection operates at different biological levels besides that of the gene or the multicellular organism. Having stated these three arguments, what is the strength of natural selection at higher biological levels, the group, compared to lower levels of the hierarchy, as the individual? Although in the 1960's it was argued that group selection was theoretically possible, it has also been argued that its strength would be irrelevant and ultimately suppressed by the strength of individual selection (Williams, 1966). However, the empirical evidence, derived from quantitative genetics, suggests that this is not always the case in nature. In many cases, the strength of natural selection at the group level is higher than at the individual level. Also, manipulative experiments that have artificially imposed group selection indicate that its strength is much higher than expected (Goodnight and Stevens, 1997).


  RESOLVING THE DEBATE: CONTEXTUAL ANALYSIS AND EMPIRICAL EVIDENCE


  Rather than having long argumentative exchanges, a simple way to resolve this 50-year old debate is to simply look at the empirical evidence, which is strongly based in theoretical grounds and empirical methods from quantitative genetics. One of the main sources of evidence supporting multilevel selection theory is derived from quantitative genetics, specifically from contextual analysis. Contextual analysis (Heisler and Damuth, 1987; Goodnight et al., 1992) is a type of multiple regression whereby the effect of phenotypic traits on relative fitness is assessed. Contextual analysis takes into account individual traits, aggregate traits, which are the group means excluding the focal individual, and emergent traits, which can only be measured in the context of the group, such as density. This type of regression method is similar to that which has been widely used to measure natural selection in nature (Lande and Arnold, 1983), but it is extended to aggregate and emergent traits. Through methods such as path analysis, contextual analysis (Stevens et al., 1995; Weinig et al., 2007) has been used to correctly detect multilevel selection processes occurring in nature.


  The original formula (Heisler and Damuth, 1987) for computing contextual analysis is as follows:
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  Where the relative fitness (W) from the individual i belonging to the group j, depends on: the individual regression coefficients (βI) of the individual traits (z1, z2, ..., zn), the aggregate regression coefficients (βC) of the aggregate traits (the group average excluding the focal individual), and the emergent regression coefficients (βCn+1, βCn+2, ..., βCn+m) of the emergent traits (y1, y2, ..., ym). Goodnight (2015) indicates that caution should be placed on the distinction between aggregate and emergent traits as both aggregate and emergent traits are traits 'which are experienced by the individual'. Thus, for example, each focal individual experiences a unique average height, an aggregate trait, and a unique density, an emergent trait.


  The value and sign of each selection coefficient indicate the strength and direction of natural selection in each trait. For a given trait, when the regression coefficients are compared at the individual level, by means of the individual coefficient, and group level, by means of the aggregate coefficient, the strength and direction of natural selection at two levels of the biological hierarchy are being compared. Goodnight (2013) has shown that although contextual analysis and inclusive fitness basically originate from the same equation, inclusive fitness measures evolutionary change using a fitness optimization and evolutionary rates at equilibrium (Gardner et al., 2011), while contextual analysis measures evolutionary change when populations are far from optimal, i.e., the strength of selection in a population (Goodnight, 2015). Taking into account their different approaches and objectives, these two metrics for explaining social behavior and cooperation appear to be complementary (Taylor et al., 2007; Goodnight, 2013; Goodnight, 2015).


  For decades the main focus of research has been placed on demonstrating that group selection occurs in nature, and traditionally 'groups' are thought of as groups of organisms, and no other entities in the biological hierarchy. Yet to date, most of the empirical evidence of multilevel selection acting in nature through contextual analysis (Heisler and Damuth, 1987; Goodnight et al., 1992), has been obtained for individual organisms and groups of organisms ranging from ants and plants to birds and humans. Two important exceptions of this include studies at the community level. Campbell et al. (1997) used contextual analysis to measure multilevel selection in pollinator visitation patterns in two species of Ipomopsis (Polemoniaceae), and recently, Campobello et al. (2015) also used contextual analysis to measure the strength of selection of individual and group activity in the nest and its effect on relative fitness in a community of two species of birds. For different organisms, Table 1 shows the strength and direction of natural selection acting on two levels, lower level as the individual, higher level as the group. From the results of these studies, and contrary to theoretical predictions (Maynard- Smith, 1964; Maynard- Smith, 1976), in nature, for many traits represented by numbers in parentheses in the equations of Table 1, the strength of natural selection at higher levels of the biological hierarchy is greater than at lower levels.


  Another study of particular interest is that of Moorad (2013), which has indicated the existence of multilevel selection in human groups after following census records of more than a century in Iowa, USA. Moorad (2013) investigated whatever individual-level or family-level selection for both polygyny and polyandry, affects an individual's fitness. Analyzing census data from the predominately Mormon Iowa population, through contextual analysis Moorad (2013) detected family- and individual-level selection for polygyny, which were three times stronger than family-level selection for polyandry and more than an order of magnitude stronger than individual-level selection for polyandry. Additionally, the work of Solis et al. (2002) is notable; in this study, twenty plant phenotypic traits were measured, and their effect on relative fitness was evaluated at the population and meta-population levels. Lastly, the work of Pruitt and Goodnight (2014) has shown for the first time that selection at a higher level as the group can affect an aggregate trait such as the degree of docility/aggression in groups of spiders. Pruitt and Goodnight (2014) work and conclusions has caused strong controversies, coming from different evolutionary biology fields, as population genetics, quantitative genetics and evolutionary game theory (Gardner 2015; Grinsted et al., 2015; Pruitt and Goodnight 2015; Smallegange and Egas 2015; Biernaskie and Foster 2016).


  CONCLUSIONS


  Constituting the basis of multilevel selection theory, Darwin (1871) postulated that selfish individuals outcompete altruistic individuals, however altruistic groups outcompete selfish groups. The substantial empirical evidence here provided shows that natural selection acts simultaneously on at least two levels of the biological hierarchy. Further studies are needed, especially at levels well above or below the organismic level, as studies clearly showing cell or ecosystem selection. Finally, stronger and broader theoretical and mathematical models, which besides quantitative genetics incorporate evolutionary game theory and population genetics frameworks, are strongly needed.
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  RESUMEN


  Este artículo se sitúa en la perspectiva de la naturalización del conocimiento científico, toda vez que es un intento por caracterizar y describir la evolución del conocimiento a partir de nociones de la biología. El objetivo principal es responder si es posible sostener la analogía que propone la epistemología evolutiva (EE): que la evolución del conocimiento científico (ECC) es similar a la evolución orgánica (EO). La pregunta surge tras las críticas que han atacado el núcleo de la analogía. La respuesta es que la analogía sí se sostiene si se tienen en cuenta las relaciones de retroalimentación, y que es posible proponer a la luz de la síntesis extendida (SE), una teoría posterior que complementa la síntesis moderna (SM). Así, este trabajo comienza con una descripción del estado de la "epistemología evolutiva", prosigue señalando por qué la síntesis moderna, que sirvió de base para su formulación, no es suficiente para fundamentar la epistemología evolutiva y finaliza proponiendo que es pertinente una modificación que puede describirse como "epistemología evolutiva extendida".
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  ABSTRACT


  This paper is situated from naturalized epistemology perspective. It is an attempt to describe the evolution of knowledge using the theoretical structure of the evolution of species. The main objective of this work is to address whether is it possible to maintain the analogy in evolutionary epistemology and which aspects of the evolution of knowledge are similar to organic evolution? This question arises after some critics against the nucleus of its formulation. The analysis presented in this work suggests that the evolution of the knowledge can be understand through an framework analogous to that of the theory of organic evolution. For this, is necessary to take into account novel feedbacks relations between variation and selection, which are part of the Extended Synthesis theory. In such way, this paper begins with an introduction to evolutionary epistemology. After that, it shows why modern synthesis theory is not enough to maintain this kind of epistemology. It ended with the idea of an extended evolutionary epistemology.


  Keywords: analogy, evolution, modern synthesis, extended synthesis.

  


  INTRODUCCIÓN


  La epistemología evolutiva (EE) fue concebida por Karl Popper (1967) al tratar de explicar cómo evoluciona el conocimiento científico a través de la selección de la teoría que resista más intentos de refutación frente a una serie de variaciones (Popper, 1967; Macía, 2006). Así, Popper desarrolló una propuesta sobre la evolución de las teorías del conocimiento (Popper, 1995) similar a la explicación de cómo evolucionan las especies según la teoría neo-darwinista de la selección natural (Huxley, 1963). En un texto que clarifica su propuesta, Popper argumenta que:


  
    "La teoría de la selección natural neo-darwinista es una teoría de mutaciones, de mutaciones que son producidas ciega pero activamente por el organismo mismo; y de eliminación del error, producida parcialmente por choque interno y parcialmente por choque externo. Una mutación nueva y ciega es eliminada, ante todo si no se adapta al organismo [...] El estado existente de adaptación del organismo representa su estado existente de conocimiento sobre el mundo, de modo que la evolución de su ADN es la evolución del conocimiento del organismo". (Popper, 1985, p. 30).
  


  Popper resalta así el papel de las mutaciones y el azar (ceguera en las mutaciones) que impone la selección natural, de tal manera que podemos identificar especies que al ser seleccionadas heredan en su material genético una información importante y, a través de ella una manera de relacionarse con el mundo, un "conocimiento" (Wuketits, 1989; Mejía, 1989).


  Según la analogía en EE, los mecanismos evolutivos de las especies y del conocimiento científico serían similares: la variación de los organismos es similar a la de las teorías; una vez que se producen variaciones, el ambiente selecciona la que concede ventajas y ésta se hereda. De acuerdo con esto, los científicos generan ciegamente teorías, hipótesis y conceptos1, de manera similar a como varía el material genético (Campbell, 1997); solo algunas de esas variaciones se consideran avances respecto a las ideas ya existentes, de manera similar a como algunas variaciones de los genotipos repercuten de manera importante sobre el fenotipo, e influyen sobre su adecuación biológica. Tanto las teorías como los cambios fenotípicos son el resultado de una selección. Las teorías y los conceptos seleccionados se transmiten a otros científicos por medio de revistas especializadas, libros de texto y otros recursos pedagógicos; los fenotipos lo hacen mediante el material genético, de manera más precisa, a través del ADN (Ibídem).


  Así, el poder argumentativo de la analogía en EE se sostiene por su relación con una serie de explicaciones lineales de la EO, que a su vez están basadas en la SM. Sin embargo, la analogía entre la EO y la ECC ha recibido críticas que debilitan su fuerza explicativa y, por ende, su posible papel heurístico como herramienta de desarrollo del medio intelectual en la ECC (Skagestad, 1978; Thagard, 1982).


  Críticas


  Para algunos autores (Simon, 1969; Skagestad, 1978; Thagard, 1982), la analogía propuesta por la EE entre la evolución del conocimiento y la EO es ciertamente sorprendente, pero solo en un nivel superficial, pues la variación y la selección de las teorías científicas difiere significativamente de sus contrapartidas en la evolución de las especies (cf. Thagard, 1982). La razón de su afirmación, se centra en la diferencia de los puntos cruciales en la teoría de la EO, diferencias que tienen que ver con la ceguera, la dirección o progreso (Callebaut y Pinxten, 1987), y el acoplamiento de la variación y la selección. Dado el objetivo de este escrito, se presenta a continuación lo relacionado con la pareja de elementos variación-selección. El progreso y el azar serán el núcleo de otra publicación que se halla en preparación.


  Ceguera, variación y selección


  De acuerdo a Thagard (1982), en referencia a la SM, las unidades de variación en las especies son los genes, y la variación se produce por errores en el proceso mediante el cual se replican. Puesto que los cambios en los genes generalmente son independientes de las presiones ambientales que sufre el individuo, suele decirse que la variación genética es fortuita, ciega. Por su parte, para Thagard (1982) es obvio que el desarrollo de nuevas teorías, hipótesis y conceptos en la ciencia no es ciego en ninguno de sus aspectos, pues no hay que suponer alguna lógica algorítmica del descubrimiento para entender que cuando los científicos formulan ideas novedosas, usualmente lo logran como resultado de un interés en problemas específicos.


  Las diferencias aparentes entre la selección epistemológica y la biológica surgen, pues, de que la selección de teorías es llevada a cabo por agentes inteligentes que trabajan de común acuerdo y emplean un conjunto de criterios de validez, mientras que la selección natural es el resultado de tasas diferenciales de sobrevivencia de organismos que transmiten mecánicamente genes adaptativos. La diferencia entre las variaciones inteligentes y las ciegas está atravesada por la influencia del medio ambiente. En palabras de Thagard, "a diferencia de la variación biológica, la variación conceptual depende de las condiciones ambientales" (1982, p. 286). Si bien la variación genética en los organismos no es inducida por las condiciones ambientales en las que el individuo lucha para sobrevivir, las innovaciones científicas son diseñadas por sus creadores para resolver problemas ya reconocidos por una comunidad científica. Por lo tanto, las innovaciones están correlacionadas con la solución de un problema de manera premeditada, de manera contraria a como Campbell dice que las variaciones ciegas no lo están. En la historia de la ciencia, la variación y la selección están "acopladas" en el sentido en que los factores responsables de la selección están relacionados con los que son responsables de la generación original de las variantes. En contraste, la variación y la selección de especies están desacopladas, pues de acuerdo a la SM, la variación es interna al material genético y la selección se da posteriormente por el ambiente (que no es material genético), es decir, el elemento que genera variación es diferente al que genera selección. Así, el eje de la SM: variación, selección y retención en la biología parecen distar de variación, selección y retención en las teorías científicas.


  La EE, tal como es planteada por Popper y por Campbell, está basada en los principios de la SM. Desde el momento de esa formulación se han añadido a la teoría de la EO nuevos análisis que incluyen el reconocimiento de relaciones de retroalimentación entre el ambiente y el material heredable (Vollmer, 1987), y se ha aceptado que variación y selección tienen vínculos mutuos (materia de este texto), y que la variación en EO no es totalmente ciega ni azarosa porque se desarrolla gradualmente.


  La SM no es suficiente


  La SM es una ciencia de índole newtoniana (Callebaut y Pinxten, 1987) puesto que en mecánica clásica se sostiene que si los comportamientos de los elementos de un sistema difieren, alguna fuerza debe estar actuando sobre los elementos (Andrade, 2003; Rose, 2007). Una fuerza se reconoce por la manera como cambia el comportamiento. La innovación de Mendel fue considerar los fenotipos como comportamientos generados por fuerzas, y los "factores hereditarios" como los que ejercen fuerza sobre los fenotipos. El concepto original de "factor hereditario", que da lugar al concepto de gen, está asociado a su acción sobre el fenotipo (e.g. Andrade, 2003). Desde entonces en biología los genotipos corresponden a una combinación ecléctica de causas eficientes y formales que dirigen los estados y comportamientos que presentan los organismos (fenotipos), esto es lo que denominamos —de acuerdo con Andrade (2003)— explicación mecanicista: se define la fuerza por el comportamiento observado y se explica el comportamiento por la fuerza (Andrade, 2006).


  Las explicaciones causales y lineales en biología fueron inspiradas por la física clásica, donde el mecanicismo produjo una manera propia de explicar los fenómenos (Ayala y Dobzhansky, 1983). Según Francisco Ayala (1983), uno de los logros importantes de Darwin es que nos permitió entender la historia de la vida de forma causal, y las explicaciones históricas como explicaciones causales. Sin embargo, algunos biólogos como Waddington (1941), Bertalanffy (1968), Piaget (1969), Eldredge y Gould (1972), Wagner (1989), Maturana (1992), Kauffman (2002), Hall (2002), Fox-Keller (2003), Eldredge y Gould (2003), entre otros, no se incorporaron a la explicación propia del mecanicismo clásico de la SM que reduce las variaciones a causas únicas como el cambio de una molécula (ADN), con lo que se explicaría la diversificación en el árbol de la vida. Con tal reducción se pierden propiedades como la emergencia de los seres vivos (Egidi, 1993), pues sus explicaciones son secuencias causales pero concebidas de forma independiente y con eventual interferencia entre unas y otras, interferencia que es producto del azar (Andrade, 2003). Por esto, el tipo de explicación mecanicista en biología atribuyó todo al azar: variaciones, mutaciones, selecciones, encuentros aleatorios entre el organismo y el medio (Piaget, 1969). Así, el neodarwinismo, que fue base de la EE, en el punto cumbre de la investigación fundada en los modelos mecánicos y físicos sobre la biología, proscribió todo finalismo externo (teleología) y lo reemplazó con una respuesta en términos de variaciones fortuitas sobre el genotipo y selección a posteriori sobre el fenotipo negando la influencia del medio ambiente en la variación (Monod, 1981).


  El producto de diferentes investigaciones, cuyos resultados se esperaba que estuvieran determinados por la expresión genética, mostró que gran cantidad de rasgos fenotípicos no son explicables como variantes genéticas (en Darchin et al., 2011). A pesar de que la teoría de la selección natural fue concebida en ausencia de un conocimiento empírico sobre la herencia (Darwin, 2001), la herencia es un concepto central en las teorías actuales sobre evolución. Con el desarrollo de la SM la herencia comenzó a ser equivalente a la transmisión de material genético de padres a descendientes (Mayr, 1982; Sarkar, 2006), constituyéndose en un mecanismo único de evolución a pesar de que la teoría de la selección natural hubiese sido concebida sin saber de la existencia de los genes. Al aceptar el ADN como la única forma de transmitir información a los descendientes, se desconoce una explicación completa en las formas de transmisión de la información, y se reduce la explicación de los mecanismos de variación a la ocurrencia de mutaciones genéticas y recombinaciones (Stotz, 2014). Aunque tal mecanismo de herencia sea preponderante en numerosas ocasiones, no es el único (Gontier et al., 2006).


  Existen diversos puntos que muestran evidencia experimental usada en la SE para argumentar que hay fallas en la SM (Gontier et al., 2006; Folguera y Marcos, 2013; Velásquez y Mejía, 2016). Entre los más relevantes mencionamos cuatro: 1) la endosimbiosis como mecanismo clave en la evolución de las primeras formas de vida, y 2) el equilibrio puntuado, son argumentos no gradualistas sobre la selección natural que chocan con el paradigma neodarwiniano que niega toda herencia de caracteres adquiridos y se basa en procesos graduales, mientras que los procesos endosimbióticos son bruscos, no graduales (Eldredge y Gould, 1972; Margulis 2003); 3) la herencia de modificaciones epigenéticas que muestra que la variación fenotípica no se da solo por variación en los genes sino también en su mecanismo de expresión. Hay evidencias que muestran que las modificaciones epigenéticas son inducidas muchas veces por el medio ambiente y que además pueden ser heredadas y afectar el desarrollo de la progenie (Cubas, 1999; Hall, 2003; Champagne y Meaney, 2006; Champagne y Meaney, 2007; Galloway y Etterson, 2007; Berger et al., 2009; Bonduriansky, 2009; Curley, 2009); y 4) La importancia de la relación ontogenia-filogenia en el proceso evolutivo.


  El campo de Evo-Devo ha sido el principal contribuyente a esta nueva forma de pensamiento sobre la unión entre los genes y las formas, con el aporte de que el desarrollo y la diversificación requieren interacciones espacio-temporales en la expresión de algunos genes, en vez de la mutación ciega en genes estructurales (Caroll, 2008; Gould, 2010; Étiene, 2011). Pero el retorno de la ontogenia al centro de la agenda evolucionista no podía dejar de ser problemático: además del cuestionamiento de la centralidad de la teoría de la selección natural en el edificio de la biología, y además de afirmar que la ontogenia no es un producto más de la filogenia, Evo-Devo añade una reformulación de la EO toda vez que reconoce a la ontogenia como fuente de variación preponderante y no como caso aislado (Mikhailov, 2005; Caponi, 2012), veamos.


  El marco teórico de la SM reposa en una población de genes centrales y describe cómo la relación entre herencia, variación y reproducción afecta las dinámicas de la población. En contraste, Evo-Devo establece cómo las relaciones entre genes, células e interacciones durante el desarrollo afectan los fenotipos en evolución. Así, Evo-Devo no invalida el campo de la SM, pero le añade un nivel de explicación. Con esta nueva ola de pensamientos, se ha propuesto en la SE una redefinición de la evolución:


  
    The process by which the frequencies of variants in a population change over time, where the word 'variants' replaces the word 'genes' in order to include any inherit information, be it genetic or non-genetic and with continuous or discontinuous effects. Obviously, this term encompasses genes, but also all the other inheritance (Darchin, 2011, p. 483).
  


  Evo-Devo reconoce que es en la ontogenia donde ocurren los cambios más relevantes para la filogenia (Carroll, 2008), y que los organismos vivientes no evolucionan para encajar en ambientes pre-existentes, sino que co-construyen y co-evolucionan con sus ambientes, cambiando en el proceso la estructura del ecosistema que los moldea (Hall, 2003). Esto quiere decir que el ambiente no es indiferente a la acción del organismo individual. Este último tiene un efecto sobre él y lo modifica, por supuesto sin intencionalidad, pero lo modifica (lo retroalimenta). El ambiente no es el mismo con y sin el organismo (Wuketits, 1989).


  Algunas de las conclusiones más interesantes de los estudios muestran entonces que la variación en EO no es del todo aleatoria (Gould, 2003), que no solo hay herencia debido a los genes (Hall, 2003), y que existen múltiples rutas de relación entre los organismos y el ambiente (Darchin, 2011).


  Los ambientes, particularmente el ambiente en el cual se da el desarrollo, no solo seleccionan entre las variaciones, sino que también crean nuevas variaciones al influenciar el desarrollo a través de la transmisión confiable de información no genética pero heredable (Sterleny, 2010). De esta manera, los fenotipos están abiertos tanto a la influencia del genotipo como a la influencia del medio ambiente, y cualquier rasgo fenotípico es resultado de la interacción entre factores genéticos y factores ambientales (Andrade, 2006).


  La explicación causal basada en el mecanicismo es entonces insuficiente e insatisfactoria como respuesta al cómo evolucionan las especies, esencialmente porque el reduccionismo pone el énfasis en las variaciones sobre el único material que reconoce como heredable y pierde de foco las propiedades emergentes (Egidi, 1993). Resulta necesaria ahora la inclusión de explicaciones causales basadas en bucles de retroalimentación (Vollmer, 1987). El cambio de una explicación lineal y unidireccional hacia otra basada en la retroalimentación se da tras la reinterpretación actual de la relación ambiente-genoma-fenotipo (Andrade, 2003). Tal cambio ha sido propuesto también para la EE (Vollmer, 1993).


  Para redondear, el bucle de retroalimentación (autorreferente) que se genera en la relación ambiente-organismo, introduce un tipo de "explicación circular" en los mecanismos evolutivos. Desde esta perspectiva, la analogía en EE es sostenible si se tiene en cuenta la explicación de circularidades, necesaria para dar cuenta de la evolución en los sistemas vivos y en el conocimiento científico. Donde Thagard ve una relación lineal desacoplada entre variación y selección en la EO, acá se interpreta, a la luz de la SE, que se trata de elementos acoplados y ello permite reafirmar una analogía basada en circuitos para la EE.


  Retroalimentación en el conocimiento científico


  A continuación se presenta una breve explicación sobre cómo evoluciona la epistemología2 desde la perspectiva de la analogía en EE con una SE.


  Así como en la EO, de acuerdo a la SE, las variantes en los organismos pueden ser generadas por el ambiente, y a su vez el ambiente puede tener cambios generados por los organismos, como en la simbiosis (Margulis, 2003; Gontier, 2006), es posible que haya cambios semejantes en la ECC. En la EO, las variantes son cambios derivados de lo que ya existía, es decir, generalmente no son creaciones completamente novedosas. La ECC no es explicada solamente por la SM. Es necesaria una aproximación no adaptacionista (Gontier, 2006). En tal aproximación, la evolución no escapa a los mecanismos de retroalimentación (Vollmer, 1993). Las teorías científicas, a medida que se desarrollan, vuelven sobre viejas ideas, hipótesis y experimentos que utilizan explicaciones que fueron usadas en teorías anteriores para originar o modificar las actuales. Asimismo, los científicos que comienzan a hacer parte de una comunidad particular, están influenciados por los estilos (Kusch, 2000) y los intereses de tal comunidad (Shapin, 1980; Barnes, 1981), pero a su vez pueden generar cambios sobre la comunidad, sea como producto de hallazgos científicos o de nuevos intereses que emerjan. Es posible afirmar, entonces, que el conocimiento actual es producto de redes de interacción entre disciplinas, teorías y comunidades, que permiten el regreso y las interrelaciones entre otras teorías y comunidades para que en un momento, dependiendo de sus circunstancias, explique algún tipo de fenómeno natural.


  Al decir que las teorías científicas son contingentes para su época, se afirma que el conocimiento científico no se establece exclusivamente por refutaciones experimentales puras, ni de acuerdo solamente a un "método científico", sino que involucra factores sociológicos (ambientales) tales como la infradeterminación, los intereses sociales (Duhem, 1965; Bloor 1996), los estilos científicos (Kusch, 2000) y las interpretaciones (Shapin y Schaffer, 1985).


  Los factores sociológicos recién mencionados deben ser tenidos en cuenta a la hora de explicar cómo evoluciona el conocimiento científico. La hipótesis de infradeterminación (Bloor, 1996) afirma que dada una teoría científica sobre un hecho particular, existe(n) otra(s) teoría(s) que puede explicar el mismo hecho, por lo que se sustenta que la experiencia per se es insuficiente para encontrar la solución al problema que intenta resolver cada teoría. Un ejemplo concreto y aplicable de ello, es justamente el de la evolución de la vida: hay quienes están en pro de una evolución mediada por el ambiente y quienes afirman que la herencia sólo está determinada por el material genético. Aunque hay otras teorías, es poco probable que un solo experimento pueda reesultar crucial para solucionar tal disputa.


  Los estilos científicos, los intereses, las interpretaciones y la clasificación han sido ampliamente discutidos por autores de la sociología del conocimiento científico (Knorr, Krohn, and Whitley, 1980; Barnes, 1981; Bloor, 1996; Kusch, 2000; Abraham, 2008). Si la cognición científica o los procesos de conocimiento estuvieran determinados únicamente por la experiencia o por la razón, entonces la imagen de núcleo (lo cognitivo o las teorías, es decir, lo interno3) y corteza (lo social, lo ambiental o lo externo) proporcionaría la descripción apropiada del modo en que la ciencia y la sociedad se constituyen y se relacionan. Sin embargo, la práctica científica y sus productos teóricos están igualmente conformados y determinados por elementos sociales. El conocimiento científico presupone, en primer lugar, procesos de aprendizaje por ostensión y generalización, por medio de los cuales el científico adquiere y aprende a usar el conocimiento teórico que es patrimonio de su comunidad. En segundo lugar, las clasificaciones que el científico individual hace son evaluadas a partir de patrones de interacción social y, en tal sentido, su incorporación a una práctica depende de acuerdos colectivos (que no son arbitrarios) de la comunidad (cf. Barnes, 1981). Y en tercer lugar, la naturaleza convencional de la clasificación hace del conocimiento científico una institución social, esto es, el resultado de una práctica cognitiva con patrones y modos de coordinación que la hacen rutinaria, social y estable, tales como la autoridad y los intereses (cf. Barnes, 1981, p. 324-325).


  El aspecto que tiene que ver con los intereses y estilos es de particular importancia, pues son un componente de la actividad científica que orienta y determina los actos mismos de clasificación. Para la sociología del conocimiento, la creación de teorías científicas, los trabajos experimentales, las formas de distribución y control del conocimiento, etc., están siempre guiados o conducidos por propósitos, estilos e intereses de quienes practican la ciencia (Barnes, 1981; Bloor, 1996). Además, los científicos son miembros no solo de un grupo que hace una práctica cognitiva específica sino de la sociedad amplia a la que pertenecen, y por eso están interesados tanto en los objetivos de su disciplina como en los fines y usos que la sociedad atribuye a su práctica específica.


  Según se ha señalado, el ambiente desempeña un papel determinante en la evolución de las especies (Vollmer, 1987; Gontier, 2006; Richards, 2006; Pigliucci, 2010), tal como la sociedad lo hace en la ECC. De acuerdo a esto, los factores sociales guardan una analogía con los factores ambientales de la EO. Esta tesis no pretende propiamente buscar isomorfismos en la concepción del ambiente para el organismo y para la sociedad sino más bien señalar que así como las variables ambientales intervienen en los cambios biológicos, las variables sociológicas (infradeterminación, intereses, clasificación y estilos científicos) intervienen en los cambios de la teorías científicas (Duhem, 1964; Bloor, 1996; Kusch, 2000). Así como el modelo propuesto por Hodkin y Huxley (Hodkin, 2002), que se basa en la analogía entre las neuronas y los sistemas eléctricos, reconoce diferencias que saltan a la vista (una neurona no es un cable eléctrico), la EE presenta diferencias con la EO que deben ser clarificadas, pero la analogía no pierde por ello su valor.


  CONCLUSIONES


  Con lo que se ha expuesto en este trabajo, se ha tratado de justificar que, como la elección de conjeturas científicas es dependiente de un contexto social y por ende de la época de su formulación y aceptación, la evolución del conocimiento es contingente en función de tal contexto. Como la evolución es afectada por las circunstancias, la contingencia hace impredecible puntualmente la dirección que tomarán las teorías, es decir, imposibilita predecir su evolución. Es posible afirmar también, como consecuencia de la indeterminación predictiva, que el azar, en cuanto característica de las construcciones teóricas que guarda en potencia alternativas emergentes (y por tanto impredecibles), debe ser tenido en cuenta como factor presente en la evolución del conocimiento científico. "El azar es creativo" (Mandelbrot, 1996).


  Para terminar, surge, entonces la pregunta ¿Por qué es importante afirmar que hay analogía entre la EO y la ECC?.


  El principal valor para sostenerla está en la posibilidad de: 1) generar preguntas similares en sistemas similares; 2) pensar que habrá respuestas similares a problemas similares; 3) utilizar conceptos y mecanismos explicativos basados en un razonamiento por extrapolación (aunque deben ser revisados con sumo cuidado). En este caso, las preguntas generales sobre cómo evolucionan las especies y cómo evoluciona el conocimiento científico, muestran características similares. Para la filosofía de la ciencia son útiles las explicaciones de algunas teorías científicas, particularmente la teoría de la SE a partir de la que se generan conceptos que pueden ser utilizados para responder de una manera más ajustada cómo evoluciona el conocimiento científico. Esto, es tarea de una epistemología evolutiva que tenga en cuenta los argumentos de la SE.

  


  NOTAS


  1 La variación ciega en las teorías es un punto controversial. Para puntualizar, Campbell (1997) hace referencia a la imprevisibilidad en las variaciones de las teorías, toda vez que si se expande el conocimiento más allá de lo que se conoce, no se tiene más elección que explorar sin el beneficio de la sabiduría previa. Aunque no es el objetivo de este texto entrar en detalle, es de señalar que para Campbell las ideas se producen con un sustrato que es el conocimiento acumulado y heredado, pero una nueva hipótesis, una nueva idea, es una variación no predeterminada, tal como una variación en el material genético, razón por la que el término ciego hace referencia a una variación injustificada.

  2 El uso del término epistemología indica que se va a hablar específicamente sobre el conocimiento científico.

  3 De manera análoga se relaciona lo interno con los proceso cognitivos para la ECC y el ADN es lo interno para la EO.
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  ABSTRACT


  Dissecting the genetic basis of adaptive traits is key to our understanding of evolutionary processes. A major and essential step in the study of evolutionary genetics is drawing link between genotype and phenotype, which depends on the difficult process of defining the phenotype at different levels, from functional to organismal. Visual pigments are a key component of the visual system and their evolution could also provide important clues on the evolution of visual sensory system in response to sexual and natural selection. As a system in which genotype can be linked to phenotype, I will use visual pigments and color vision, particularly in birds, as a case of a complex phenotype. I aim to emphasize the difficulties in drawing the genotype-phenotype relationship for complex phenotypes and to highlight the challenges of doing so for color vision. The use of vision-based receiver models to quantify animal colors and patterns is increasingly important in many fields of evolutionary research, spanning studies of mate choice, predation, camouflage and sensory ecology. Given these models impact on evolution and ecology, it is important to provide other researchers with the opportunity to better understand animal vision and the corresponding advantages and limitations of these models.


  Keywords: avian visual pigments, color vision, complex phenotypes, genotype-phenotype, opsins.

  


  RESUMEN


  Entender la base genética de los rasgos adaptativos es un paso crítico en el estudio de los procesos evolutivos. Para estudiar la conexión entre genotipo y fenotipo es importante definir el fenotipo a diferentes niveles: desde las proteínas que se construyen con base en un gen, hasta las características finales presentes en un organismo. Las opsinas y los fotopigmentos son elementos primordiales de la visión y entender cómo han evolucionado es fundamental en el estudio de la visión en los animales como un caracter derivado de selección natural o sexual. Este artículo se enfoca en este sistema, en el que se pueden conectar genotipo y fenotipo, como ejemplo de fenotipo complejo para ilustrar las dificultades de establecer una relación clara entre genotipo y fenotipo. Adicionalmente, este artículo tiene como objetivo discutir el funcionamiento del sistema de fotorrecepción, con énfasis particular en las aves, con el fin de enumerar varios factores que deben ser tenidos en cuenta para predecir cambios en la visión a partir del estudio de los fotopigmentos. Dado que los modelos basados en la visión de aves son cada vez más usados en diversas áreas de la biología evolutiva tales como: selección de pareja, depredación y camuflaje; se hace relevante entender los fundamentos y limitaciones de estos modelos. Por esta razón, en este artículo discuto los detalles y aspectos prácticos del uso de los modelos de visión existentes para aves, con el fin de facilitar su uso en futuras investigaciones en diversas áreas de evolución.


  Palabras clave: fenotipos complejos, fotopigmentos, genotipo-fenotipo, opsinas, visión a color.

  


  INTRODUCTION


  The last decades have witnessed outstanding advancements in our understanding of the genetic basis of key adaptive traits. The genetic underpinnings of morphological adaptions like the change in beak shape of Darwin finches (Abzhanov et al., 2004; Abzhanov et al., 2006) or the pelvic girdles of sticklebacks (Shapiro et al., 2004) have been uncovered, contributing critical knowledge to our understanding of the evolutionary processes like adaptation and speciation. The same technological advances that have allowed these discoveries have also made it possible to find and study the evolutionary dynamics of many genes for which we have little functional information or with a less clear relationship to an organisms phenotype and fitness (Bochner, 2003).


  We sequence genes, study their molecular evolution using sophisticated statistical models to inquire about the selective pressures shaping their evolution, investigate how and why they duplicate, how they interact with other genes. But at the end our ultimate goal is to understand how changes in the genes we study affect an organism's phenotype and fitness, how they change over time, and how to predict and treat diseases: we want to understand that essential link between genotype and phenotype.


  The phenotype controlled by any gene can be defined by changes in its sequence (mutations). In addition to coding sequence variation, regulatory changes altering the expression patterns of a gene can be a key mechanism of phenotypic evolution (Hoekstra and Coyne, 2007; Carroll, 2008). Gene expression levels, timing or tissue specificity can have an important impact on phenotype (Harrison et al., 2012). However, the phenotype can be defined at different levels: from protein function to organismal effects. The relationship between genotype and phenotype becomes increasingly difficult to establish as one gets closer to the latter more complex level of the phenotype. Beyond the direct alterations in protein function that arise from mutations in a gene or changes in its expression, the epistatic and pleiotropic interactions with other genes (Wagner and Zhang, 2011) and the specifics of the pathway and physiological system that gene is part of, make it harder to link changes in the gene itself with the changes it ultimately causes in an organism.


  How then, do we make the connection between genotype and phenotype necessary to study phenotypic evolution? In order to clearly score the phenotype associated with changes in a gene we need to compare organisms where only the interest gene changes. This can be accomplished in laboratory organisms, like yeast for example, that are easy to grow and have short generation times, and in which we can generate different lines that only differ in the gene of interest. Even in these circumstance it is a slow and laborious process. Beyond these model laboratory organisms, scoring the phenotype associated with differences in genes and their expression can be extremely difficult.


  Here, I will focus on the evolution of opsin genes and color vision with a strong emphasis on birds, as an example of a system with enormous potential. We can directly measure how substitutions in opsin genes translate into changes in the corresponding protein function allowing us to study the genotype-phenotype connection in a key adaptive trait. As the fist step in the phototransduction cascade that mediates vision, opsin genes are also part of the deeply complex visual system. By elaborating on important aspects of the visual system beyond opsins, I will highlight on the difficulties of predicting how an organisms color vision will change in response to opsin variation, illustrating the complexity associated with understanding the genotype-phenotype relationship in complex systems.


  WHAT ARE OPSINS?


  Vision starts as photons hit the photosensitive cells in the retina, the rod and cone photoreceptors, the first step in a complex biochemical cascade that ultimately leads to vision. Rods and cones are morphologically distinct photoreceptors (Ebrey and Koutalos, 2001) that serve different systems in vision. Rods contribute to scotopic vision, or vision at low light levels, a highly sensitive process that lacks color information or has low acuity. Cones on the other hand, are only active in bright light contributing to photopic vision (vision in bright light), and are at the basis of color vision. Because color vision relies on comparing the output from different cone classes (Kelber et al., 2003; Shevell, 2003; Solomon and Lennie, 2007), it requires a minimum of two cone types and an opponent mechanism wired into the nervous system that can compare the outputs of the different cone types (Bowmaker, 2008).


  The spectral absorption properties of rod and cone photoreceptors are determined in large part by the type of visual pigment they express. Visual pigments are trans-membrane molecules contained in the outer segment of photoreceptors. They consist of an opsin protein moiety covalently bound to a light-sensitive chromophore. Opsin proteins belong to the superfamily of G-protein coupled receptor proteins (GPCR) involved in multiple cellular signaling processes (Arshavsky et al., 2002). They consist of sevenα-helical trans-membrane regions enclosing the chromophore-binding pocket. The chromophore gives opsins their unique light-sensitive properties and are found in two forms: most vertebrate opsins bind a A1 chromophore, 11-cis-retinaldehyde (retinal) and some bind a A2 chromophore, 3,4-dehydroretinaldehyde (3,4-dehydroretinal) (Bowmaker, 2008). The spectral sensitivity of a visual pigment depends on the type of chromophore it binds (A2 chromophore cause pigments to be slightly long-wavelength shifted), and on the identity of specific amino acids throughout the opsin protein that interact with the chromophore (Applebury and Hargrave, 1986; Yokoyama, 2000; Bowmaker, 2008). When a photon hits a visual pigment, the chromophore changes from a 11-cis-retinal conformation to an all-trans-retinal, initiating the phototransduction cascade that leads to vision (Lamb et al., 2007).


  Rod and cone visual pigments differ in many aspects of their structure and function that cause them to be active at different light levels and serve different purposes in the visual system. In addition to the rod pigment or Rhodopsin (RH1), there are also several types of cone visual pigments that differ in their wavelength of maximum absorbance (λmax, Figs. 1 and 2) and belong to four distinct spectral classes (Lamb et al., 2007; Bowmaker, 2008). The LWS-MWS family is maximally sensitive in the mid to long-wavelengths region of the spectrum ("reds" and "greens" between 490-570nm), the RH2 family is sensitive to middle-wavelengths (480-535nm), the short-wavelength sensitive SWS2 family ("blue-violet" between 410-490nm) and the SWS1 family also sensitive to short wavelengths generally including ultraviolet (355-440nm) (Yokoyama, 2000).
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  The ancestral opsin gene duplicated early during vertebrate evolution to give rise to the four (4) opsin families. Different vertebrate groups have independently retained, lost and/or duplicated genes of the various opsin families (Fig. 1) (Bowmaker, 2008). For example mammals have lost SWS2 and RH2 and fish have maintained multiple duplications within each opsin gene family causing them to have as many as ten opsins like the Guppy, Poecilia reticulata (Hoffmann et al., 2007; Ward et al., 2008; Watson et al., 2011). Birds have retained all the five opsins types inferred to be present in the vertebrate ancestor. In addition to the rhodopsin (RH1), birds posses four spectrally distinct cone visual pigments believed to mediate color vision (Figs. 1 and 2): long-wavelength sensitive (LWS), medium-wavelength sensitive (RH2), short-wavelength sensitive (SWS2) and very-short wavelength sensitive visual pigments (SWS1).


  WHY STUDY OPSINS?


  Visual pigments are a key component of the visual system and their evolution could also provide important clues on the evolution of visual sensory systems. As the first step of the visual transduction cascade, photoreceptors and their associated visual pigments, are the only contributors to color vision in direct contact with the environment (Baylor, 1996) and are thus good candidates to look for signatures of selection.


  The visual signals and displays of animals have been extensively studied, particularly in an attempt to evaluate the information content of signals and the role of courtship displays in species formation (Endler et al., 2005; Price, 2008; Seehausen et al., 2008; Maan and Seehausen, 2011). While we know a fair amount about how signal evolution responds to both sexual and natural selection, little is known about the role of the underlying visual sensory system. Multiple hypotheses to explain color diversity have been developed (Lande, 1981; Ryan, 1990; Andersson, 1994; Endler and Basolo, 1998; Zahavi et al., 1999; Boughman, 2002; Bradbury and Vehrencamp, 2011). All these hypotheses implicate a fundamental role of the visual system in color diversification but lead to different predictions regarding the extent to which the visual system and color co-evolve, and on the role the environment plays in the evolutionary process. Unlike color and ecology, visual systems have not been studied in many systems and thus most of these predictions remain untested.


  We have evidence, mainly accumulated from fish, that visual pigments respond to pressures imposed by the light environment, helping organism adapt to their habitat. For example fish living in turbid waters, which are rich in longer wavelength, have generally lost their short-sensitive opsin genes, do not express them or have visual pigments shifted to match their light environments (Yokoyama et al., 1999; Terai et al., 2002; Sugawara et al., 2005; Seehausen et al., 2008; Hofmann et al., 2009). More recent research indicates selection from the light environment could also be driving the evolution of opsin expression in birds (Bloch, 2015).


  In addition to their crucial and poorly understood role in mate choice, visual pigments are a system in which genotype can be clearly linked to the resulting visual pigment spectral tuning (i.e. function). Visual pigments and opsin genes provide an opportunity to link genotype to protein function providing a synthetic approach to examine evolutionary processes. The availability of an in vitro assay (Chang, 2003; Yokoyama, 2008) that allows for visual pigments to be expressed in cultured cells, in order to measure their absorbance spectra, makes this a system where we can take a holistic approach identifying the precise molecular basis for functional changes. In these assays cultured primate or human cells are used to express opsin proteins that are then reconstituted with their corresponding chromophore, either A1 or A2 (Fig 3). This process produces functional, purified visual pigments in enough quantity to measure their spectral sensitivity (Chang, 2003; Bloch et al., 2015a; Bloch et al., 2015b) and more recently other less understood functions (Bickelmann et al., 2012; Morrow and Chang, 2015). In addition to studying the function of extant visual pigments, these assays can be combined with site-directed mutagenesis in order to recreate and express ancestral visual pigments, thus providing a way to trace the evolution of genes and function all the way from a clade's ancestor (Chang, 2003; Bloch et al., 2015a) and to study to role of specific substitutions on spectral tuning (Yokoyama and Radlwimmer, 2001; Yokoyama et al., 2008a).
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  HOW COLOR VISION WORKS


  It is important to note that the spectral sensitivity curves illustrated in Figure 2 describe the probability of a visual pigment of capturing a photon of a certain wavelength. In other words, it means the probability that a visual pigment will capture a photon is highest for light of wavelengths that match its peak of maximum absorbance (λmax) and decreases for other wavelengths. Even if the probability that a photon is captured by a visual pigment changes with wavelength, the phototransduction cascade started by this process remains the same independent of the wavelength of the absorbed photon. The fact that the response depends on the number of photons absorbed, but not their wavelength, is called the Principle of Univariance (Mitchell and Rushton, 1971). An important consequence of this principle is that a visual pigment, and its corresponding cone, on its own is color-blind. Color vision can only be achieved by comparing the output of the different visual pigment/cone types and how these outputs are compared to each other.


  The notion of color opponency was first raised by Ewald Hering, by concentrating on the fact that in humans there are two pairs of opponent colors, green-red and yellow-blue. What this means is that no color can simultaneously be defined as red and green or blue and yellow (i.e. a "bluish-yellow" is unthinkable). Color opponency is a consequence of how the information from the cone photoreceptors is processed by the rest of the neurons in the retina and the brain. The physiological basis and mechanisms of color opponency have been extensively researcher in primates, but remains poorly understood in other taxa. Interestingly for evolutionary biologists, although the way that photoreceptors transmit information (phototransduction cascade) seems to be extremely conserved across animals, the photoreceptor types and how the information they output is processed by the rest of the visual system seem to vary from species to species, most likely allowing them to adapt to their environment and needs (Kelber et al., 2003; Neumeyer, 2012).


  Research in primates has shown that the integration of the information from cones required to have color vision, and thus the basis of color opponency, are two types of cells in the next layer of the retina: bipolar and ganglion cells. It is beyond the scope of this article to go in detail about the neuronal basis of visual information processing so my description of these process will be greatly summarized. Information from the cones is transmitted to the bipolar cells which then pass it to ganglion cells of two mayor classes, the magnocellular and the parvocellular cell layers (Shevell, 2003). The way these cells integrate information and which signals they compare determines the number and nature of the opponent channels. Humans, for which opponent channels have been well described, have three opponent channels, two of which carry color information (Fig. 4). The first "red-green" opponent channel compares the output of LWS and MWS cones (L-M) and the second, the "Blue-Yellow" channel compares the output of the three human cones as S-(L+M). Visual information then travels outside of the retina via the axons of ganglion cells, which form the optic nerve, to the Lateral Geniculate Nucleus (LGN) of the thalamus and from there to the visual cortex. These post-retinal or "higher centers" is where more complex of visual information processing occurs resulting in perception and recognition among others.
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  Ultimately, the perception and discrimination of color will be a result of how all the components of the visual system work. Importantly, we need to keep in mind that how color information is integrated beyond photoreceptors is a crucial component of the visual system and color processing. Thus, our inferences about color vision in any organism need to consider aspects beyond opsins and photoreceptor number, and we need to be particularly cautious when we do not have knowledge of how these work, as it is the case for the vast majority of animals.


  When it comes to defining the phenotype associated with opsin genotype, we can take into consideration two levels of complexity: The functional phenotype, or the function of the corresponding visual pigment, and the organismal phenotype, referring to the way an animal will perceive color.


  FROM OPSIN GENES TO SPECTRAL TUNING


  The most immediate and direct phenotype associated with opsin genes is the spectral sensitivity of the resulting visual pigment. As explained here, the spectral tuning of a visual pigment can change in two ways: with changes in some of the opsins amino acid that will affect the way the opsin interacts with the chromophore, or by changing the type of chromophore within the visual pigment from an 11-cis-retinal (A1) to an 3-dehydroretinal (A2). A2 chromophores are not present in birds and mammals. Generally speaking, species of marine fish and terrestrial animals posses A1 chromophores while fresh water fish, amphibians and reptiles have A2 chromophores (Bowmaker, 2008). It is well understood how changes in the type of chromophore affect the spectral tuning of a visual pigment. We know that for short-wavelength sensitive pigments, two visual pigments based on the same opsins sequence but different chomophores will only differ by a few nanometers, but for long wavelength sensitive pigments the chromophore switch causes a large difference in spectral sensitivity of up to 50nm (Parry and Bowmaker, 2000). How substitutions in the opsin protein affect spectral tuning, on the other hand, can be a more complex matter. The effects of many substitutions on the spectral tuning of the different visual pigment types has been investigated. This has been accomplished by comparing the visual pigments of different species (Yokoyama and Yokoyama, 1996; Yokoyama et al., 2008a; Bloch et al., 2015a; Bloch et al., 2015b) and conducting sophisticated site-directed mutagenesis experiments (Yokoyama, 2000; van Hazel et al., 2013). The combination of phylogenetic methods to identify key substitution that occur multiple times throughout vertebrate evolution, site-directed mutagenesis to introduce and reverse those substitutions in visual pigments and in vitro expression has contributed immensely to our understanding of spectral tuning. For example, we know that nine amino acid substitutions that have occurred throughout the evolution of rhodopsin in vertebrates explain the evolution of this pigment's spectral tuning (Yokoyama, 2008; Yokoyama et al., 2008a). Also, a so-called "five-sites rule" has been established for long-wavelength visual pigments. According to this rule, the identity of the amino acid at positions 180, 197, 277, 285 and 308 allows to predict the λmax of and LWS/MWS visual pigment (Yokoyama and Radlwimmer, 1998).


  However, expressing visual pigments in the laboratory and going through the step-wise process of introducing mutations one at a time to get at the basis of spectral tuning is a difficult, time consuming or sometimes impossible task in the case of some visual pigments. The only alternative to in vitro expression is doing MSP (microspectrophotometry) directly on the retinas of sacrificed animals, which is a highly difficult technique that requires custom made equipment and unfortunately produces measurements with large experimental error compared to in vitro expression. It thus becomes a natural and logical step to infer changes in spectral tuning when the substitutions studied by the above mentioned functional studies are identified in the opsin genes of other organism. This is particularly true for evolutionary ecology studies that do not focus on the functional aspects of the opsin protein but rather on visual adaptations to different environments or mating systems (for an example see Hofmann et al., 2009). As this becomes a more and more frequent practice in evolutionary studies we are faced with the unavoidable question of how good our models are. Do we have enough data to predict spectral tuning from the sequence of an opsin? How predictable is the relationship between opsin genotype and phenotype?


  Despite their important implications for study of the genotype-phenotype relationship, well beyond opsins and color vision, these questions might not have a simple answers. In some cases models have been shown to successfully predict a visual pigment's λmax. Some examples include experimental verifications of the "five-sites rule" (Yokoyama and Radlwimmer, 1998; Yokoyama et al. , 2008b) and the effect of SWS1 substitutions of large effect that cause this pigment to shift from the violet to the UV region in birds (Ödeen et al., 2009; Hauser et al., 2014). However, predicting λmax from opsin sequence can be far from simple and highly dependent on genetic background. My own research has identified concrete examples in which this is not the case (Bloch et al., 2015a). Two residues shown to vary in the SWS2 opsin genes across warblers (residues 49 and 269) have been previously studied using site-directed mutagenesis in other organisms. In warblers these residues do not cause any significant shift in λmax however, in SWS2 in the green anole and goldfish (Yokoyama, 2003), as well as LWS in human (Asenjo et al., 1994) and bovine rhodopsin (Chan et al., 1992), they were shown to cause shifts between 5 and 12 nm. Other work has reached similar conclusions for SWS1 pigments in mammals (Hauser et al., 2014). It has now become quite common to predict whether visual pigments will differ in spectral tuning based on observed substitutions at sites known to cause spectral shifts in other organisms. Despite the common nature of this practice, one should be very careful when doing this if comparing opsins from different species that differ at many amino acid sites or that do not carry the same substitution (Ward et al., 2008; Hofmann et al., 2009).


  In addition to variation in opsin gene sequence, opsin expression has been shown to vary significantly across species in various systems (Laver and Taylor, 2011; Sandkam et al., 2015), in many cases in a way consistent with variation in the light environment (Fuller et al., 2004; Hofmann et al., 2009; Fuller et al., 2010; Bloch, 2015) or even measures of sexual selection (Bloch, 2015). The immediate consequences of changes in gene expression remain poorly understood. In many systems it has been shown that opsin expression levels match the relative abundance of the different cone types leading to the conclusion that opsin expression reflects changes in relative cone abundances (Hagstrom et al., 1998). However, preliminary data suggest this might not be the case in birds (Bloch, 2015) and data is still not available for enough species, particularly beyond fish, to know whether opsin expression is generally a reflection of relative photoreceptor abundances (Fuller et al., 2004; Fuller and Claricoates, 2011).


  The relationship between opsin genotype and phenotype, defined at the molecular and most direct level is thus not simple. This relationship only becomes more difficult to predict as one considers the consequences of opsin gene mutations at the organismic level, which comes down to connecting opsin genes to color vision.


  BEYOND OPSINS AND INTO COLOR VISION


  Opsins are a critical component of the visual system in direct contact with the external environment, which makes them an obvious target of selection. However, as explained above, they are only one piece of the visual system and ultimately the perception of color is dependent on many other visual components beyond opsins that determine how visual information is integrated.


  Starting with the first step of information integration after photoreceptors, how color is perceived is determined in part by the nature and number of opponent channels. To better understand the importance of color opponent channels it is helpful use an example drawn from our own perceptual experience. As mentioned in previous sections: due to the wiring of human opponent channels (Fig. 4) it is impossible for us to perceive or imagine a yellowish-blue. This is due to the way human ganglion cells integrate information. How the visual information captured by cones is integrated into opponent channel depends on the properties of ganglion cells, which potentially, and most likely vary widely across the animal world. Color opponency has mainly been studied and modeled in a trichromatic framework due to the nature of our own visual system. Beyond this, for animals that are tetrachromatic, we are faced with a much larger universe of possible opponent channels and a dearth of data to help us reduce it. One of the rare animals with four visual pigments for which we have physiological and behavioral data to describe opponent channels is the turtle, where as many as 12 opponent cells have been described, of which 5 are involved in color vision (Rocha et al., 2008). The existence of opponent channels and our knowledge of psychophysics (the study of the relationship between physical stimuli and how they are perceived), provide important cautionary notes when trying to infer vision phenotypes from changes in visual pigments or opsin expression.


  First, it is important to keep present that the number of photoreceptors an organism posses does not necessarily match the dimensionality of its color vision. In order to elaborate on this idea I will again rely on the human visual system and the knowledge we have gained on vision from the study of psychophysics in humans. As stated before in this paper and now widely known, humans with normal color vision are trichromats. This not only means we have three independent receptors to process color information. In strict terms the definition of trichromacy is derived from psychophysical color matching experiments: trichromacy means that to match any color, the mixing of three colors are necessary and sufficient. This means that in order to match the appearance of a color stimulus perfectly, a person with normal vision needs a mix of the appropriate amounts of three colors, also referred to as primaries (monochromatic rays of light). Two will not be enough and four would be superfluous (Shevell, 2003). Even if humans are trichromatic while having three types of photoreceptors dedicated to color vision it does not mean this correspondence is obligatory. It is possible for an animal to posses three cone photoreceptors and be a dichromat if only two of those receptors are compared to each other, or to have four cone photoreceptors and not be a tetrachromat. Equating the number of cones with the dimensionality of color is a misconception that occurs often when studying visual pigments in diverse organisms, including birds. Birds have four cone photoreceptors and are more often than not assumed to be tetrachromats. This however, has never been demonstrated. There are rare and valuable behavioral studies aimed at understanding bird color vision (Osorio et al., 1999; Ham and Osorio, 2007; Lind and Kelber, 2009; Lind et al., 2014; Olsson et al., 2015) among others. Some have contributed some initial insight into opponency in birds (Wright, 1972; Goldsmith and Butler, 2005). But the fact remains, we still do not know what are the opponent channels birds' color vision is based on, and how photoreceptor information is integrated in birds. Thus, based on the human definition for tetrachromacy, it can be argued we still lack a demonstration that birds are tetrachromats.


  Obtaining information on opponent channels requires complex electrophysiological manipulations or equally intricate behavioral experiments that are not only prohibitive but also beyond the scope of many studies on visual pigment evolution. However, as these studies come to light we should be aware of the complexity involved in color vision and thus the relationship between genotype and phenotype in this case.


  THE PARTICULAR CASE OF BIRDS AND COLOR VISION MODELING


  Visual pigments in birds


  Opsin genes and visual pigments in birds are generally assumed to be rather invariant (Hart and Hunt, 2007). The only well documented differences have been found in SWS1, which can be of two types in birds: some species have a VS or violet-sensitivite type SWS1 pigment and other species have a UVS or ultraviolet-sensitive SWS1, with λmax values shifted to shorter wavelengths into the UV. This difference has been well studied and we know it can be explained by a few substitutions of large effect (Hauser et al., 2014). The ancestor of birds was inferred to have a VS type SWS1 pigment and SWS1 is believed to have shifted to UVS three or four times independently across birds (Odeen et al., 2012).


  Recent comparative studies have shown that there is more variation at the molecular level within visual pigment types of closely related species than previously acknowledged (Bloch et al., 2015a; Bloch et al., 2015b). However, differences in the sequence of opsin genes across birds does not always translate into spectral shifts (Coyle et al., 2012), and the spectral tuning of visual pigments has been shown to evolve very slowly in passerines (Bloch et al., 2015a; Bloch et al., 2015b).


  Hart and Hunt (2007) present a comprehensive review of all the available data on the spectral sensitivities of avian visual pigments until 2007. Since then a few studies have measured more species (Coyle et al., 2012; Bloch et al., 2015a; Bloch et al., 2015b) adding to this body of data. Looking at these data reveals that there is some variation in the visual pigments of birds beyond the VS-UV shift of SWS1 pigments (Table 2-Hart and Hunt, 2007). However, it remains unknown to what extent this variation impacts the color vision of different bird species.


  Avian color vision models


  Color spaces are a commonly used method to predict the changes in color vision phenotype that might arise from spectral shifts in visual pigments (Vorobyev and Osorio, 1998; Endler and Mielke, 2005; Stoddard and Prum, 2008) (Fig. 5). This type of chromaticity diagrams are most commonly used for trichromats and tetrachromats, like birds. For the latter, tetrahedral color spaces were first proposed by Burkhardt (1989) and initially used by Goldsmith (1990). These were later modified by others, including Endler and Mielke (2005) and Stoddard and Prum (2008), to incorporate different color discrimination models (such as the receptor noise model proposed by Vorobyev and Osorio (1998)). By making programs available for evolutionary biologist to use color spaces in common platforms like R (Maia et al., 2013) and Matlab (Stoddard and Prum, 2008), the use of receiver models to quantify animal colors and patterns is becoming increasingly important in many fields of evolutionary research, spanning studies of mate choice, predation, camouflage and sensory ecology. Color spaces and color vision models are thus having a rapidly increasing impact on evolution and ecology, and it is important to understand animal vision and the corresponding advantages and limitations of this approach.


  [image: ]


  Like other color spaces, in avian tetrahedral color space any color is described as a point, which coordinates in the tetrahedron are determined by its relative stimulation of the four avian cone visual pigments (Fig. 5C). In tetrahedral color space each of the four vertices corresponds to a visual pigment, SWS1 (ultraviolet or violet sensitive type), SWS2, RH2 and LWS. Because the coordinates of each perceived color are calculated by its unique stimulation of each visual pigment it will have a unique set of relative stimulation values and thus a unique position in color space. Color spaces are an appropriate diagram to incorporate color vision models, aimed at estimating how colors are perceived and discriminated by animal receivers, to facilitate the presentation and interpretation of results.


  A commonly used color vision model was proposed by Vorobyev and Osorio (1998). With this influential model Vorobyev and Osorio (1998) postulate that the main source of noise in color vision systems comes from photoreceptor noise, and explain this is proportional to the relative amounts of cones each color channel possesses. The noise in each channel is inversely proportional to the relative abundance of cones in that channel (Vorobyev and Osorio, 1998). This model fits available physiological data for several vertebrates, including birds, very well making this model a powerful tool for the study of bird vision and color. The receptor-noise model incorporatesthe relative abundance of the different cone types to calculate Just Discriminable Differences or JNDs. Here the distance between two colors is quantified in JNDs. When the receptor-noise model is incorporated into color space, the distance between two color points is proportional to how different they will appear to the modeled observer, and is thus a measure of its ability for color discrimination. Two different oranges for example, that are 2 JNDs apart will appear more similar to each other than two colors that are 5 JNDs apart. As a way to connect shifts in visual pigment spectral sensitivities to how colors are ultimately perceived by a bird, incorporating color vision models into color spaces is a useful way to connect vision phenotype to visual pigment function and even opsin genotype. This approach can help us model how changes in the visual pigments of different species will affect how a color is perceived, and also which colors will be perceived as different. This could be particularly important if one is interested in knowing whether small differences in plumage color among individuals, that could reflect differences in their condition or quality as mates, can be discriminated by conspecifics or whether the visual system of that species is adapted to discriminate among those differences.


  One initial and important consideration is that, in the case of avian color spaces, JNDs are just an indicative calculation to estimate how different colors could appear when seen through the eyes of a bird. It does not mean however, that any colors that differ by ≥ 1 JND will be discriminable. In most species data to match JNDs to actual discrimination thresholds is not available and we need to be cautious when drawing conclusions based on very low JND values. As shown in recent behavioral experiment aimed at matching discrimination thresholds to JNDs needed for pairs of colors in different parts of the spectrum to appear different to chicks. This study showed that indeed one JND is not discriminable to chicks (Olsson et al., 2015). Theoretically, we can only be certain that small JND values are discriminable in species like chicken in which JNDs have been adjusted to measured discrimination thresholds. This becomes particularly important when drawing conclusion on the evolution of color based on small differences in discrimination obtained in color space.


  It is also important to understand the underlying assumptions of avian color vision models when using them to make inferences about vision phenotypes. As mentioned above, JND calculations find their basis on the relative abundance of the different cone types. Actually, the little data we have for vertebrates comes from humans, in which radically different ratios of M to L cones were proven not to affect performance in many color vision tasks, particularly color discrimination measures (Miyahara et al., 1998). Moreover, like all models, color vision models rely on assumptions due to our current lack of knowledge of avian vision. In our current avian color models it is assumed that the output of every cone is compared to the output of all the other cones (see Vorobyev and Osorio (1998) for details on the equations). Even if this approximation is the best we can do given our lack of data on avian opponent channels, and it was demonstrated to be a good model of avian color vision, we know considering pairwise comparisons among all cone types is not physiologically accurate or realistic. Only running this model with multiple possible combinations of comparison could tell whether this has an important impact on threshold calculations or not. None of this takes from the value or validity of avian color vision models, it just means that, like any other model, it relies on assumptions that need to be taken into consideration when those models are used.


  Concluding remarks and implication for genotype-phenotype relationships


  In conclusion, opsin genes and color vision are a complex system with the potential to offer important insight into the relationship between color and color perception to understand the evolution of color in nature. Additionally, it is a perfect system to make that elusive link between genotype and phenotype due to the availability of an in vitro assay to regenerate visual pigments in the laboratory and the inference we can make about an organism's color vision. However, phenotype in this case is complex and can be defined at different levels, from visual pigment function to color vision. As we attempt to connect opsin gene changes to the organism color vision phenotype the complexity of this connection also increases and requires considering both how color vision works and everything we still do not know about the color vision in many animals. As we continue to learn more about different components of their vision, increasing the number of species that have been studied and improving the models available to study their color vision, birds are becoming a system with enormous potential to help us understand how evolution of opsins and visual pigments impacts vision and ultimately how this influences the evolution of color perception.
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  RESUMEN


  La interacción de grupos de genes, proteínas, y células es necesaria para el desarrollo de un organismo multicelular. Por tal motivo, la teoría de la complejidad puede ser una herramienta indispensable para entender cómo diversos procesos embriológicos y evolutivos suceden. Sin embargo, en la mayoría de los programas de investigación estas áreas permanecen aisladas. En un esfuerzo por crear un punto de integración entre el Evo-Devo y las ciencias de la complejidad, en este documento propongo que las dinámicas celulares de epitelios pueden tener comportamientos que se asemejan a los encontrados en sistemas complejos. Dichas dinámicas celulares, además de regular la densidad celular de los epitelios, pueden conferir alta evolucionabilidad a estos tejidos. Para lograr este objetivo, utilizo como sistema el desarrollo del primer segmento tarsal de las patas anteriores de Drosophila melanogaster. Primero doy un ejemplo en el cual dinámicas aleatorias a nivel celular pueden generar la emergencia de patrones organizados a nivel del tejido. En seguida muestro como la modificación de características morfológicas del epitelio puede generar dinámicas celulares altamente organizadas o por el contrario aleatorios. Como resultado, planteó que el desarrollo de los epitelios muestra rasgos de comportamientos complejos y propone que la retro-alimentación entre tensión mecánica y procesos celulares son básicos para entender cómo se desarrollan y evolucionan los organismos multicelulares. Estos estudios ponen en evidencia las bases mecánicas de procesos complejos que conectan diversos niveles de organización.
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  ABSTRACT


  Gene, protein and cell interactions are vital for the development of a multicellular organism. As a result, complexity theory can be a fundamental tool to understand how diverse developmental and evolutionary processes occur. However, in most scientific programs these two fields are separated. In an effort to create a connection between the Evo-devo and complexity science, this article shows how the cell dynamics of epithelia can display behaviours with similar features to complex systems. Here, I propose that these cell dynamics, in addition to control cell density in epithelia, can provide high evolvability to this type of tissue. To achieve this goal, I used a as a systems the development of Drosophila melanogaster front legs. First, I provide an example in which order at the tissue level emerge from apparently random cell dynamics. Then, I show that small modifications in epithelial cellular components can produce highly organized or the opposite random cell dynamics. Therefore, this work shows that a developing epithelium displays signs of complex behaviours and I propose that the feedback between tension and cellular processes are key for understanding how multicellular organisms development and evolve. Such studies may reveal the mechanistic basis of complex processes that bridge several levels of organization.
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  INTRODUCCIÓN


  La teoría de la complejidad ha revolucionado la forma en la que entendemos los sistemas físicos y naturales, desde el comportamiento de la bolsa hasta la meteorología (Sole y Brian, 2000) En particular en la biología, el estudio de la complejidad y la auto-organización parece ser fundamental para entender el comportamiento de sistemas a diferentes niveles jerárquicos (Andrade, 2003; Andrade, 2009) Algunos ejemplos a nivel molecular y celular incluyen los patrones espaciales de crecimiento en colonias de bacterias (Sole y Gould, 2000), la formación de microtúbulos (Karsenti, 2008) y los patrones de conectividad de proteínas y metabolitos (Albert y Barabasi, 2000; Barabási y Bonabeau, 2003) A nivel macroscópico, los ejemplos también abundan, como es el caso de los patrones de vuelo en aves, el movimiento de cardúmenes de peces (Camazine, 2001), y la construcción de termiteros (Turner, 2007)


  En mi opinión, una de las aplicaciones más importantes de la teoría de la complejidad es entender cómo se desarrollan y evolucionan los organismos. Un sistema complejo está compuesto por varias partes, las cuales presentan diferentes grados de interacción (Sole y Brian, 2000) Basado en esta definición, genoma, proteoma y metaboloma pueden ser estudiados como un sistema complejo (Jeong y Albert, 2000; Jeong et al 2001; Sole, 2009) De igual manera, la formación de tejidos y órganos también puede estar regida por leyes de diseño de comportamientos complejos ya que están compuestos por grupos de células (Dobrescu y Purcarea, 2011) En este artículo, propongo que los procesos celulares que conllevan al desarrollo de los tejidos epiteliales pueden ser mejor entendidos dentro del marco de los sistemas complejos. Para lograr este objetivo, se utilizó como sistema el proceso de rotación de los peines sexuales (PS) de Drosophila melanogaster.


  Los PS son un grupo de sedas (pelos) con una coloración oscura y puntas redondas localizados en las patas delanteras de los machos en D. melanogaster (Fig. 1A) (True, 2008; Tanaka et al, 2011; Malagon y Khan, en prensa) Este conjunto de sedas es utilizado por el macho para agarrar a la hembra durante el rito de cortejo (Tanaka et al, 2011) Una de los rasgos más interesantes de los PS en D. melanogaster es que cambian de posición durante el desarrollo, rotando aproximadamente 90 grados (Held et al, 2004) (Fig. 1B). El PS está rodeado por células epiteliales, las cuales experimentan múltiples procesos celulares durante la rotación (Atallah, 2008; Tanaka et al., 2009; Malagon, 2013) Para entender cómo sucede este proceso, realicé una detallada caracterización de los procesos celulares que ocurren durante la rotación y posteriormente comparé con otras regiones del primer segmento tarsal (Fig. 1C-D). Como resultado encontré que las células epiteliales que rodean al PS presentan simultáneamente varios procesos celulares, cambiando su tamaño apical, intercambiando vecinos, y en algunos casos, abandonando el epitelio para probablemente morir posteriormente (Malagon, 2013) De forma inesperada, encontré que dichos procesos celulares siguen dinámicas que se asemejan a comportamientos descritos en varios sistemas complejos, como la emergencia de patrones organizados basados en secuencia de eventos aleatorios y diferente grado de predictibilidad entre sistemas.


  [image: ]


  JUEGO DEL CAOS Y ROTACIÓN DE LOS PEINES SEXUALES: EMERGENCIA DE PATRONES ORGANIZADOS BASADO EN SECUENCIA DE EVENTOS ALEATORIOS


  El triángulo de Sierpinski es un ejemplo sorprendente de organización, en el cual un fractal es construido a partir de cualquier triángulo (Rubiano, 2009) Como resultado, en el interior de este triángulo aparecen triángulos que se repiten a diferentes escalas (Fig. 2A-D). La formación del triángulo Sierpinski a través del "juego del caos", es un ejemplo de un sistema en el cual un conjunto de reglas básicas y procesos aleatorios pueden generar la emergencia de orden. Una característica esencial del juego del caos, es que bajo este conjunto de reglas el sistema inevitablemente llegará al mismo resultado: la emergencia de triángulos a diferentes escalas (Fig. 2D). Sin embargo, la serie de eventos por la cual se obtiene este resultado puede ser distinta en cada ocasión, por lo que es imposible predecir los estados intermedios del sistema. En este caso, el sistema llega de forma diferente al mismo resultado.
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  De igual forma que el triángulo de Sierpinski, las dinámicas celulares durante la rotación siguen una secuencia de eventos diferentes en cada una de las muestras estudiadas, pero como resultado final emerge un patrón global (Malagon, 2013) En este ensayo, me concentraré en describir los patrones espacio-temporales del intercambio de vecinos celulares. Estos procesos celulares son fundamentales durante morfogénesis y han sido ampliamente estudiados (Bertet et al., 2004; Blankenship et al, 2006; Marinari et al., 2012)


  Para verificar si las células cambian de vecinos durante la rotación, líneas horizontales con diferentes colores fueron realizadas en cada célula a lo largo del tejido estudiado (Fig. 2E-F). Si las células no intercambian vecinos, al finalizar la rotación, las mismas líneas se deben conservar. Por el contrario, el que las líneas se mezclen es un indicador de que el tejido modifica sus vecinos celulares durante el desarrollo (Bertet et al., 2004; Blankenship et al., 2006) El análisis de videos del desarrollo de los PS arrojó resultados inesperados, mostrando que en la parte superior del PS (región proximal), las células cambian vecinos sin mostrar un patrón particular. Mientras algunos grupos celulares rotan en la misma dirección que el PS, otros grupos rotan en la dirección opuesta, y en algunos casos se observan células que no intercambian vecinos celulares (Fig. 2E-F). Además, los patrones son diferentes en cada una de las muestras estudiadas. Por consiguiente, fue imposible predecir los patrones de reorganización de vecinos celulares durante la rotación (Fig. 2F).


  A diferencia del nivel celular, los procesos de reorganización son predecibles y similares entre cada una de las patas estudiadas en el nivel tisular. En todos los casos estudiados, el tejido se alarga, incrementando su número de células y distancia en el eje vertical, mientras reduce el número de células y distancia en el eje horizontal (Fig. 2G). Además, el área apical del tejido se reduce casi a la mitad (Malagon, 2013) Esta diferencia entre estos dos niveles también puede ser observada en otros procesos celulares, como la desaparición de células del epitelio (Malagon, 2013; Malagon y Larsen, 2015)


  Para analizar si esta paradoja entre la baja predictibilidad de las dinámicas celulares y la alta predictibilidad es exclusiva del PS, fue necesario estudiar el desarrollo de tejidos epiteliales de otras regiones de las patas de D. melanogaster. Además caractericé dos regiones adicionales, una conformada exclusivamente por células epiteliales, y otra constituida de una combinación de células epiteliales y sedas individuales (Fig. 1C-D, regiones 1 y 3). Los resultados obtenidos muestran de nuevo una conexión con estudios en sistemas complejos.


  ORDEN, DESORDEN, Y FASE DE TRANSICIÓN


  Uno de los ideales de la ciencia es el control y la predicción de los diferentes fenómenos que nos rodean (Sole, 2000). La teoría de la complejidad ha modificado dicho paradigma, y ha mostrado que aunque hay sistemas cuyas dinámicas son altamente predecibles, en otros sistemas su comportamiento no se puede predecir a largo plazo (Fig. 3). Por ejemplo, el movimiento de un péndulo simple es relativamente fácil de determinar, produciendo oscilaciones de frecuencias regulares. Sin embargo, este sistema que parece tan regular puede producir oscilaciones con frecuencias caóticas al unir dos péndulos simples uno colgado del otro (péndulo doble). Además, los sistemas pueden presentar también comportamientos complejos, mostrando nuevos patrones que no pueden ser explicados al analizar las partes por separado, como en el caso del termitero (Turner, 2007) y el juego del caos (Rubiano, 2009).
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  Las diferencias entre estos tres tipos de comportamientos no son tan abruptas como podría esperarse. Una simple modificación en las reglas de dichos sistemas es suficiente para transformar un sistema altamente organizado en uno desorganizado, o en uno en el que emergen fractales (Kauffman, 1995; Sole, 2011) Por lo tanto, si cambiáramos las reglas de los epitelios podríamos obtener tejidos con dinámicas celulares predecibles o totalmente impredecibles, teóricamente hablando.


  Para verificar esta hipótesis, describí las dinámicas celulares en dos regiones adicionales de las patas de D. melanogaster, la articulación entre el primer y el segundo segmento tarsal, y una sección del primer segmento tarsal (Fig. 3). En estas dos regiones no existe el proceso de rotación y las células se mueven de una forma relativamente homogénea hacia la región proximal (región superior) (Malagon, 2013) Además, en dichas regiones, en lugar de sedas rotantes, existen sedas individuales o no hay presencia de sedas. Al estudiar las dinámicas celulares de estas regiones encontré que los procesos celulares presentan rangos de predictibilidad que se asemejan tanto al sistema ordenado como al sistema caótico (Malagon, 2013)


  En la región de la articulación (Fig. 3), los procesos celulares son altamente predecibles. Las células rara vez intercambian vecinos y en muy pocos casos abandonan el epitelio. Estas regiones se asemejan al estado de orden. Por el contrario, en las regiones donde encontramos sedas individuales (Fig. 3), los comportamientos celulares describen patrones espacio-temporales que son difíciles de predecir. Las células constantemente intercambian vecinos, pero la forma en la que ocurren dichos cambios presenta una alta variabilidad (Malagon, 2013 ) Se podría decir que los procesos de reorganización celular son diferentes en cada una de las muestras estudiadas. De igual forma, es imposible predecir cuales células van a desaparecer durante el desarrollo, en qué lugar, o en qué intervalo de tiempo. Por tal motivo, considero que el comportamiento de esta región se asemeja al estado de desorden.


  Las semejanzas mostradas entre las dinámicas celulares y los sistemas complejos son simplemente el primer paso para considerar si realmente los principios de complejidad pueden ser aplicados al desarrollo de epitelios. Para finalizar, planteo como la retro-alimentación entre fuerzas mecánicas y procesos celulares pueden ser un mecanismo potencial para explicar las dinámicas celulares descritas y analizo sus posibles implicaciones evolutivas.


  RETRO-ALIMENTACION ENTRE FUEZAS MECÁNICAS Y PROCESOS CELULARES


  El triángulo de Sierpinski no es el único ejemplo de organización que puede aparecer por la interacción de reglas básicas. Por ejemplo, también se puede generar fractales formados por cuadrados, pentágonos, y hexágonos (Rubiano, 2009) De igual forma, la emergencia de patrones organizados en epitelios debe ser posible bajo condiciones diferentes a la rotación de los PS. El desarrollo del noto, en la región dorsal del segmento torácico de D. melanogaster, puede ser un ejemplo.


  Marinari et al. (2012) describieron los procesos celulares durante la morfogénesis del noto y mostraron que al igual que en el caso de los PS, las células desaparecen e intercambian vecinos de forma impredecible. No obstante al analizar el resultado a nivel del tejido, la aparición de algunos patrones espaciales fue evidente. Diferentes tipos de evidencias mostraron que la sección del tejido donde las células desaparecen se encontraba bajo un mayor grado de tensión. Además, la disminución o el incremento en el grado de proliferación celular permitió establecer la siguiente correlación: a mayor densidad celular del tejido (número de células por área), mayor el número de células que desaparecen del epitelio durante el desarrollo. Basado en estas y otras evidencias, dicho estudio concluyó que este tipo de muerte selectiva de células y reorganización del tejido es un mecanismo para ajustar el número de células en el tejido en un espacio determinado (Eisenhoffer et al., 2012; Fernandez - Gonzalez y Zallen, 2012) Los excesos de proliferación celular, son eliminados con base simplemente en el grado de tensión a lo largo del tejido. Simulaciones posteriores mostraron que las dinámicas celulares descritas en el noto podían emerger de reglas básicas, mediante las cuales el tejido liberaba tensión mientras buscaba el equilibrio termodinámico.


  En el caso de los PS algo similar parece suceder, pero con una pequeña modificación: la presencia de sedas rotantes. Atallah (2009) demostró que una hilera de sedas, como el PS, actúan como barreras impidiendo el movimiento de las células epiteliales. En el caso del PS, la fuerza que mueve las sedas aparentemente se origina del incremento en tamaño apical de las células distales al PS (Malagon, 2013) Mi hipótesis es que las dinámicas celulares descritas en este artículo, ocurren como una respuesta pasiva a la rotación. Mientras en el noto dichos procesos celulares ocurren como mecanismo para liberar tensión en el tejido debido a un exceso de proliferación celular, en el PS estos comportamientos pueden ocurrir por la reducción en el espacio debido a la rotación. Esta hipótesis parece explicar las dinámicas celulares descritas en este ensayo (Malagon y Larsen, 2015)


  Para concluir considero que futuros análisis de los PS son necesarios para verificar y expandir las hipótesis que propuse en este documento. En particular, para explorar cómo cambian las dinámicas celulares a nivel evolutivo. Aunque en el caso del noto, la retro-alimentación entre fuerzas mecánicas y procesos celulares generan una estabilidad en la densidad celular en los epitelios (Marinari, 2011), en el caso de los PS, esta retro-alimentación parece otorgar alta evolucionabilidad morfológica a este grupo de sedas. Por ejemplo, los cambios dramáticos en el ángulo de rotación entre especies cercanas de Drosophila pueden ser explicados en términos de la retro-alimentación de fuerzas mecánicas y procesos celulares. Dado que la rotación del tejido en la región proximal superior del PS experimenta mayor tensión, en el epitelio tiene lugar una alta reorganización celular. Sin embargo, dichos ajustes sucederán automáticamente, por lo tanto el sistema no necesita expresar nuevos genes en la ontogenia y/o fijar nuevos genes en la filogenia.


  De igual forma, otro cambio morfológico como la variabilidad en número de sedas por PS (Ahuja y Singh, 2008) son fácilmente amortiguados utilizando esta retro-alimentación por medio fuerzas mecánicas. Por ejemplo, al incrementar el tamaño de los PS se producen cambios dramáticos en la dinámicas celulares, pero rasgos del fenotipo final como el ángulo de rotación y la elongación del tejido es similar al fenotipo normal (Malagon, 2013) Futuros estudios pueden verificar, si en otros casos, cambios alométricos pueden suceder fácilmente en los tejidos epiteliales debido ajustes mecánicos como el descrito en los PS.


  En este artículo exploré posibles reglas que gobiernan el desarrollo y la evolución de los tejidos epiteliales. Considero que este tipos de estudios complementan los análisis genéticos y permiten acércanos a una visión integral de la biología.
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  ABSTRACT


  This study statistically assesses the relationship between the planktic foraminiferal long-term diversity pattern (~170 Ma to Recent) and four major paleobiological diversification models: (i) the 'Red Queen' (Van Valen, 1973; Raup et al., 1973), (ii) the turnover-pulse (Vrba, 1985; Brett and Baird, 1995), (iii) the diversity-equilibrium (Sepkoski, 1978; Rosenzweig, 1995), and (iv) the 'complicated logistic growth' (Alroy, 2010a). Our results suggest that the long-term standing diversity pattern and the interplay between origination and extinction rates displayed by this group do not correspond to the first three models, but can be more readily explained by the fourth scenario. Consequently, these patterns are likely controlled by a combination of planktic foraminiferal interspecific competition as well as various environmental changes such as marine global temperatures that could impacted the niches within the upper mixed layer within the oceans. Moreover, as other global long-term patterns have been interpreted as reflecting 'complicated logistic growth', this study further suggests that the interplay between abiotic and biotic factors are fundamental elements influencing the evolutionary processes over the extensive history of the biota.


  Keywords: abiotic and biotic controls, complicated logistic growth, diversity dynamics, macroevolution, planktic foraminifera, paleobiology.

  


  RESUMEN


  Este estudio evalúa estadísticamente la relación entre el patrón de diversidad global de los foraminíferos planctónicos en el largo plazo (~170 Ma al Reciente) y los cuatro modelos de diversificación propuestos desde la rama de la paleobiología: (i) "Reina Roja" (Van Valen, 1973; Raup et al., 1973), (ii) remplazo pausado (Vrba, 1985; Brett y Baird, 1995), (iii) diversidad en equilibrio (Sepkoski, 1978; Rosenzweig, 1995), y (iv) el "crecimiento logístico complicado" (Alroy, 2010a). Nuestros resultados sugieren que la forma de este patrón global de diversidad y la inter-relación entre las tasas de extinción y originación de este grupo no corresponden con los primeros tres modelos anteriormente citados. Sin embargo, estos pueden ser explicados bajo el cuarto escenario. Consecuentemente, las dinámicas de diversidad (i.e. patrón de diversidad y tasas de extinción y originación) de este grupo posiblemente son controladas por la combinación de la competencia interespecífica de los foraminíferos planctónicos y varios cambios ambientales tales como temperaturas globales marinas que pudieron impactar el número de nichos dentro de la capa superior de los océanos. Además, otros patrones globales de diversidad en el largo plazo han sido interpretados como el reflejo del modelo de crecimiento logístico complicado, lo que sugiere que la relación entre factores abióticos y bióticos tiene un carácter fundamental en los procesos evolutivos que han sucedido a lo largo de la historia de la vida.


  Palabras clave: crecimiento logístico complicado, controles abióticos y bióticos, dinámicas de diversidad, foraminíferos planctónicos, macroevolución, paleobiología.

  


  INTRODUCTION


  Planktic foraminifers, a group of extant sexually reproducing protists, have been an extremely useful group for testing possible controls on long-term diversity patterns (e.g., Cifelli,1969; Frerichs, 1971; Lipps, 1979; Wei and Kennett, 1986; Schmidt et al., 2004; Ezard et al., 2011; Peters et al., 2013). In part, this is a reflection of their extremely wide biogeographic distribution and the fact that virtually continuous microfossil successions can be accessed through the study of outcrops and especially deep-sea cores dating back to the Bajocian (~170 Ma). Despite the interest in this group, only a few studies have examined possible controls on their long-term diversity dynamics using quantitative approaches (e.g., Wei and Kennett, 1986; Schmidt et al., 2004; Ezard et al., 2011), and these studies have been concentrated on specific time intervals rather than on the group's entire fossil history (e.g., Neogene [~23 Ma to Recent; Wei and Kennett, 1986] and Cenozoic [~65.5 Ma to Recent; Schmidt et al., 2004 and Ezard et al., 2011]). Moreover, even though comprehensive models have been developed to explain underlying long-term diversity dynamics, these likely need to combine 'abiotic' and 'biotic' elements rather to contrast them (Alroy, 2010a); to date only Ezard's et al., (2011) work has employed that approach in examining the role of changing oceanic temperatures and species' ecologies as controls on the Cenozoic diversity pattern.


  Consequently, this study aims to augment and extend this approach by examining planktic foraminifer diversity dynamics across the group's entire fossil history (~170 to 0 Ma) and to analytically describe their long-term diversity pattern through the use of an integrated abiotic-biotic model. This approach involves the comparison of quantitative turnover predictions of each one of the four major paleobiological diversification models: (i) the 'Red Queen' scenario (Van Valen 1973; Raup et al., 1973); (ii) the turnover-pulse model (Vrba, 1985; Brett and Baird, 1995); (iii) the diversity-equilibrium model (Sepkoski, 1978; Rosenzweig, 1995); and (iv) the 'complicated logistic growth' scenario, where diversity limits are imposed by variable extrinsic factors (Alroy, 2010a). The fundamental basis of this approach is to employ time-series analyses of changes in global planktic foraminiferal diversity dynamics (i.e., the relationships between extinction and origination rates as well as between those rates and diversity), and, mirroring previous studies, testing between changes in both global long-term planktic foraminiferal diversity and mean global marine temperature (i.e., changes in the oceanic upper mixed layer as influenced by temperature variation, represents an important control on global long-term diversity standing pattern for the planktic foraminifers over the long-term; Peters et al., 2013).


  MATERIALS AND METHODS


  This study is based on a compilation of 699 planktonic foraminifera species' stratigraphic ranges from published sources spanning the Middle Bajocian (~ 170 Ma) to Recent, calibrated to Gradstein et al., (2012) geologic timescale, and binned into 1 Ma intervals (see raw data in Appendix; Cárdenas, 2012). These stratigraphic ranges were used to determine standing diversity, extinction and origination rates. Furthermore, these data were then analyzed using both the boundary-crossing (BC; Bambach, 1999) and per-capita (Foote, 2000) methodologies, respectively (Fig. 1). The BC approach was preferred in the computation of planktic foraminifers diversity curve as opposed to subsampling procedures (i.e., sampling in bin and shareholder quorum; Alroy, 2010b), primarily because these other methodologies require information related to individual taxonomic occurrences (i.e., abundances), and, even though these kind of data are available for planktic foraminifers in numerous biostratigraphic reports from the Deep Sea Drilling Project/Ocean Drilling Project, they are primarily from the Late Cretaceous to Recent interval. Therefore, an application of this procedure would result in the loss of 60 % of the planktic foraminfers' total temporal longevity (i.e., ~170 to ~70 Ma would be excluded). In the same way, given that the raw data for the computation of extinction and origination rates was based on first and last appearances of the taxa, the per-capita-rates technique for calculating extinction and origination rates (Foote, 2000) was selected over newer techniques, such as the 'three-timers' approach, as the latter necessitates a fossil-occurrence database for the calculations (Alroy, 2010b); such a database does not currently exist for the Foraminifera. Additionally, because not all taxa present during a given 1 Ma bin ranged throughout the entire interval, the total diversity of an interval likely overestimates the number of species at extinction risk at any given time. Per-capita rates were used as they address those sorts of biases by drawing a census of taxa at precise moments in time (i.e., the beginning and the end of the interval) (Foote, 2000; Foote and Miller, 2007). Finally, to avoid spurious correlations resulting from serial auto-correlation and 'noisy' secular trends (McKinney and Oyen, 1989), the datasets were analyzed using first-generalized differences before the use of the statistical correlation to compare turnover rates (i.e., extinction versus origination) both to each other as well as with the standing diversity pattern. Owing to the non-normal character of those variables throughout the planktic foraminifers' fossil history (Appendix), Spearman's rank-order coefficient was used to test for correlation of changes in both the extinction and origination per-capita rates, as well as changes in species richness and in turnover rates (i.e., extinction and origination). Furthermore, we tested whether cross-correlations among planktic foraminiferal diversity dynamics time series (i.e., diversity pattern and extinction-origination per-capita rates) varied when binned into different global climatic mode intervals, comprising a 'mixed house' interval characterized by evidence for both warm (e.g., Littler et al., 2011) and cool temperatures (e.g., Frakes et al., 1992; Veizer et al., 2000) (~170 to ~100 Ma; Bajocian-Albian), a greenhouse phase (~100 to ~37.5 Ma; Cenomanian-late early Eocene; Miller et al., 2005), and an icehouse phase (~37.5 to 0 Ma; latest Eocene-Recent; Miller et al., 2005) (Fig. 1)). Finally, a Kolmogorov-Smirnov test for equality of distribution was employed to perform a statistical comparison of the complete distribution frequency shapes of both 'turnover-pulse' model (Appendix) and planktic foraminiferal first and last occurrence data (Appendix).
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  RESULTS


  The computed global planktic foraminiferal diversity pattern showed that species richness remained very low initially and then increased ~30 Ma after the initial appearance of the clade (Fig. 1). Furthermore, the data also show that apart from major turnover events forced by significant global environmental events (i.e., at the Aptian-Albian, Cretaceous-Paleogene, and Eocene-Oligocene boundaries), it has 'lesser' troughs during the mid-Cretaceous, mid-Paleogene, and mid-Neogene. Moreover, the planktic foraminiferal diversity's general trend has not been neither constantly increasing nor reaching a saturation level (Fig. 1). However, extinction and origination per-capita rates through the clade's history have their highest peaks during the group's earliest evolutionary phase (~170 Ma to 145 Ma) and surrounding the Cretaceous-Paleogene boundary (Fig. 1). Furthermore, the extinction and origination per-capita rates had values of zero only during the first 30 Ma of the group's evolutionary history (Fig. 1, Appendix).


  Spearman's rank-order correlation test applied to the first-generalized differences in both planktic foraminiferal extinction and origination per-capita rates throughout the fossil history of the group (170-0 Ma), reveal a significant positive association (ρ = 0.473, p = 1.07*10-10) (Fig. 2). Furthermore, using an identical statistical approach over the same interval, the correlation between planktic foraminiferal standing diversity display a significant relationship when compared to both extinction and origination per-capita rates (ρ = -0.245, p = 1.42*10-3 and ρ = 0.384, p = 2.96*10-7, respectively). Additionally, when these variables were binned relative to the dominant global climatic modes, significant negative and positive associations between diversity-extinction and diversity-origination regressions, respectively, were also found (Table 1). Moreover, when Spearman's rank-order test was used in evaluating variation in both extinction and origination per-capita rates with future changes in diversity and changes in extinction per-capita rates with future changes in origination per-capita rates, both tested by offsetting richness and evolutionary rates by one bin (= 1 Ma), no significant relationships remain (Table 2). Finally, the Kolmogorov-Smirnov test of the equality of frequency distribution displayed a significant difference among the overall shapes of planktic foraminifers' first appearance and last appearance distributions (D = 0.1001 p = 1.80*10-3; Fig. 3).
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  DISCUSSION


  During the first ~30 Ma of planktic foraminiferal evolutionary history, the computed standing diversity has a relatively invariant character in terms of overall species richness with an average value of 2.61 species (CI: 2.25 to 2.96, computed after the 95 % confidence intervals bootstrapped 1000 times), whereas both extinction and origination per-capita rates display a very volatile pattern, characterized by several peaks of varying magnitude but also troughs in which both per-capita rates are zero (Fig. 1, Appendix). In part, this volatility is a function of the very low species richness during this interval such that even the origination or extinction of a single species can have a disproportionate impact as compared to later in the group's history.


  In addition, this may also potentially be a result of lower planktic foraminiferal interspecific competition levels (Table 1; the value of extinction-origination cross-correlation is lower during the mixed-house interval as compared to the other two stages) associated with the initial invasion of the upper water column due to the evolutionary innovation of a 'free-floating' life habit from a benthic progenitor (Boudagher et al., 1997). This adaptive radiation allowed the expansion of the foraminifers' habitat into a previously unoccupied ecological domain where the lack of constraints likely allowed evolutionary experimentation.


  Following that phase, the standing-diversity curve dramatically increases, but rather than increasing exponentially or eventually reaching a plateau, the curve displays several peaks and troughs, which not only coincide with global events that disrupted the biota (i.e, Aptian-Albian bioevent as well as the Cretaceous-Paleogene and Eocene-Oligocene mass extinctions; Fig. 1), suggesting that changes in global diversity for this group, could also be related to a different set of environmental/paleobiological alterations (e.g. changes in niche availability, changes in types of competition). On the other hand, the turnover rates display a diminished intensity in their peaks from the Late Mesozoic through the Cenozoic (with exception of the values associated with the Cretaceous-Paleogene boundary), and even though there are various lower values, as reflected in the troughs, they are less prominent than during the initial ~30 Ma of the group during which the minimum values for both per-capita extinction and origination rates exceed zero (Fig. 1, Appendix, see online). Moreover, through time there is an increase in the per-capita extinction-origination cross-correlation values (Table 1). Lower values of extinction-origination cross-correlation occurred during the mixed-house interval, increased during the greenhouse stage, and are even higher through the icehouse period. In part, this continuous strengthening of the correlation between these two components likely suggests an intensification of planktic foraminiferal interspecific competition given that species have acquired a higher fitness in the pelagic environment and/or the enhancement of niche partitioning into a more densely inhabited ecological space.


  The 'stationary' models of diversification (i.e., 'turnover pulse' [Vrba 1985] and 'coordinated stasis' [Brett and Baird, 1995]) necessitate that extinction and origination rates be cross-correlated to balance or offset any changes (Alroy, 1996; Alroy, 2008). Furthermore, these two models also predict no significant difference between the frequency distribution of the first and last appearance data given that long intervals (i.e., millions of years) of evolutionary stasis, resulting from a relatively consistent set of extrinsic environmental conditions (Vrba, 1985) and/or strong stabilizing selection as postulated by Brett and Baird (1995), must be separated by virtually instantaneous (from a geological perspective of time) evolutionary pulses induced by major environmental shifts, allowing an increase in environmental fragmentation (Vrba, 1985) and/or accompanying biotic reorganizations (Brett and Baird 1995). Results obtained here, despite the Spearman-rank-order tests displaying a positive correlation between origination and extinction per-capita rates throughout the entire planktic foraminifers fossil history, do not support these two diversification hypotheses, as there is no correlation between origination and extinction per-capita rates when offsetting is performed (Table 2) and a significant difference in the equality of distribution between the curves of first and last appearances throughout the groups fossil history (~170 Ma to Recent; Fig. 3) as tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Consequently, this lack of coordination between these two variables does not support the notion that long-term intervals of morphological/evolutionary inertia within the planktic foraminifera shifted only when disrupted by environmental events.


  Another oft-cited diversification hypothesis is the Red Queen model which postulates that the diversification pattern through time has been shaped by various competitive interactions between taxa (e.g. competition for resources, predator-prey interactions) leading to an unending escalation of adaptations (Van Valen, 1973). A major prediction based on this hypothesis is that diversity should grow exponentially through time, given that the constant turnover rates would be driven by biotic interactions and be, therefore, immune to environmental forcing (Van Valen, 1973; Benton, 2009; Alroy, 2010a). According to this criterion, the analysis of planktic foraminiferal diversity dynamics applied in this study do not support the Red Queen's predictions as the diversity pattern does not follow an exponential pattern (Kolmogorov-Smirnov test for equality of distribution between planktic foraminifera empirical diversity (Fig. 3a) and a simulated planktic foraminifera exponential diversity growth (Fig. 3b) showed a significant difference in distribution between the two curves: p = 2.2*10-16), and both extinction and origination per-capita rates (Fig. 1) show a significant negative trend through time (Spearman-rank-order results after the regression of extinction per-capita rates against time: ρ = -0.269, p = 4.25*10-4, Spearman-rank-order results after the regression of origination per-capita rates against time: ρ = -0.209, p = 6.61*10-4).


  An alternative explanation of long-term diversification is the so-called 'diversity equilibrium' model (Sepkoski, 1978; Rosenzweig, 1995; Alroy, 2008). Based on this, long-term diversification processes should obtain an equilibrium level at some point as a result of the following turnover-relationship scenarios: (i) a secular increase and decline in extinction and in origination rates, respectively (Gilinsky and Bambach, 1987), (ii) the existence of a positive cross-correlation between extinction rates with diversity levels and/or a negative cross-correlation among origination rates and standing diversity (i.e., density dependence of rates; Sepkoski, 1978; Rosenzweig, 1995), and (iii) a positive cross-correlation between extinction and origination rates given that origination pulses will respond to bursts of extinction and as well as vice versa (Webb, 1969; Mark and Flessa, 1977).


  The current results do not support the first two components of this model given the significant negative trends through time for both extinction and origination per-capita rates (ρ = -0.269, p = 4.25*10-4 and ρ = -0.209, p = 6.60*10-3), and the significant, although opposite to the postulated relationship (i.e., positive relationship between origination and standing diversity and negative correlation between extinction and species richness), cross-correlations between changes in both extinction and origination per-capita rates with changes in diversity throughout time. Nevertheless, the presence of a significant positive cross-correlation between origination and extinction per-capita rates suggests that the long-term planktic foraminiferal diversity pattern could be described by a logistic growth pattern with no extrinsic controls and limited only by intrinsic ecological factors (i.e., planktic foraminiferal interspecific competition) as proposed by Webb (1969) and Mark and Flessa (1977). However, the overall logistic growth pattern predicted by this model is not displayed by the planktic foraminifers standing diversity (Fig. 1). Rather than gradually approaching an equilibrium level, the curve is instead characterized by several peaks and troughs, in addition to those reflecting elevated turnover forced by major biotic disruptions (i.e., Aptian-Albian, Cretaceous-Paleogene, Eocene-Oligocene). Given that the data do not match the predicted response, this hypothesis is also rejected for planktic foraminifers.


  A final diversification scenario to be considered is the 'complicated logistic growth', which predicts that diversity limits are imposed by changing extrinsic factor(s) (Alroy, 2010a). As predicted by this model, diversity should reach a carrying capacity that in turn is controlled by varying external components (e.g., niche availability, resource abundance, richness and abundance of an interacting group, specifically either prey or predators). As a result, the diversity pattern predicted by this model does not mirror a logistic curve, instead it should display peaks and troughs suggesting a dynamic record being driven by medium- to long-term shifts in the carrying capacity forced by various external factors (Sepkoski, 1984; Alroy, 2010a). Moreover, competition should be sufficiently strong to maintain a level of diversity close to its saturation point in response to any environmental shifts, and the extrinsic factor(s) should change through time; if the extrinsic factor(s) does/do not change, the diversity pattern should 'plateau' (Alroy, 2010a). Consequently, the combination of the lack of a logistic standing diversity pattern (Fig. 1), the positive cross-correlation between changes in extinction and origination per-capita rates indicating significant foraminiferal levels of competition through all the fossil history of the group, and the significant association between changes in planktic foraminifers diversity pattern with various extrinsic environmental factor (e.g., changes in marine global temperature, as suggested by Schmidt et al., 2004; Peters et al., 2013; Frass et al., 2015), all indicate that the planktic foraminifers diversity pattern approaches logistic growth over relatively short intervals, due to fluctuating diversity limits imposed by changing extrinsic factor(s) that overprint that pattern. Furthermore, the 'non-equilibrium' state of global planktic foraminifers diversity through time is likely a result of continual changes in environmental conditions which influenced niche availability (e.g., Rutherford et al., 1999). This produces a diversity trend which, rather than equilibrating at a given level and producing a plateau, is instead highly dynamic and variable with diversity increasing and decreasing as upper mixed-layer niches expand and contract, respectively. This is supported by the results obtained here which display both significant cross-correlations between extinction per-capita rates and standing diversity (negative) as well as between origination per-capita rates with standing diversity (positive).


  CONCLUSIONS


  The quantitative examination of intrinsic planktic foraminifers' diversity dynamics throughout their entire fossil history (~170 Ma to Recent) supports the interpretation that this group's long-term diversity pattern follows the 'complicated logistic growth' model, which has also been documented for the global marine Phanerozoic record of macrofossils (Alroy, 2010a). As proposed by Rosenzweig (1995), this indicate that diversity is a (i) self-regulating property of natural systems, with a dynamic eroding and restoring of the number of taxa, and (ii) does not increase infinitely through vast amounts of time given the evolutionary limitations imposed by various extrinsic components. For planktic foraminifers, diversity changes are likely controlled by niche availability, which is a function of both diversity as well as various biologic and environmental factors. Consequently, this long-term diversity pattern likely has changed in lockstep with the vertical range of the pelagic upper-mixed layer. These changes possibly influenced available niche space and potentially the overall number of niches. Furthermore, given that planktic foraminifer interspecific competition, as inferred by the significant cross-correlation displayed by changes in both extinction and origination per-capita rates, has been sufficiently strong to track the carrying capacity of the system (forced by the global oceanic temperature changes) through time, the 'complicated logistic growth' long-term diversification scenario is the most parsimonious model explaining the shape of the global long-term planktic foraminifers diversity pattern. Finally, our study strongly suggests that a full understanding of long-term diversity patterns must be rooted in the analysis of both intrinsic and extrinsic biotic and abiotic controls.


  Appendix data of this manuscript are available at Acta Biológica Colombiana Online version.
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  ABSTRACT


  Allometric studies measure the scaling changes between different body parts and these often have implications on understanding ecology and evolution. Although most work on allometry has described its importance during phenotypic evolution, few studies have focused on studying how entrenched developmental processes can affect allometric changes. To explore this problem, here we used the sex comb, a male-specific group of bristles with a spectacular morphological diversity among Drosophila species. By combining morphometric analysis in wild type and genetically perturbed Drosophila melanogaster and Drosophila species, we studied the allometric changes that occur in leg length and other bristle rows in concert with sex comb radiation. We show that bristle-developmental processes are important for understanding the allometric changes of Drosophila first tarsal segments. Different lines of evidence suggest that a complicated interaction between bristle spacing and movement are crucial for understanding the evolution of allometry in this system. As a result, this work shows that although the emergence of a new trait, the sex comb, can modify the allometric relationships, there is a hierarchy of ancestral developmental processes with respect to how easily they can be modified. As a result, the interconnection of developmental processes can bias the direction of morphological changes.


  Keywords: rotation, sex combs, transverse rows.

  


  RESUMEN


  La alometría estudia los cambios de tamaño entre las diferentes partes del cuerpo de los seres vivos y sus implicaciones ecológicas y evolutivas. Aunque la mayoría de los estudios en esta área se han centrado en investigar la importancia de los cambios alométricos en la evolución fenótipica, pocos estudios han analizado como la interconexión de los diferentes procesos del desarrollo afectan dichos cambios de tamaño. Para investigar la relación entre los mecanismos de desarrollo y los cambios alométricos, utilizamos los peines sexuales de diferentes especies del género Drosophila. Dichas estructuras, constituidas por un grupo de sedas ubicadas en las patas anteriores de los machos, presentan una variedad morfológica sobresaliente durante la evolución. Por medio de análisis morfométricos entre diferentes especies de Drosophila, incluidas líneas de Drosophila melanogaster modificadas genéticamente, investigamos los cambios alométricos que ocurren en el tamaño de las patas y diferentes tipos de sedas como resultado de la radiación de los peines sexuales. En este trabajo presentamos evidencia que sugiere una interacción compleja entre los mecanismos del desarrollo encargados de definir la distancia entre las sedas y su movimiento. Además, mostramos que dichos mecanismos son fundamentales para entender cómo evoluciona la alometría en los segmentos tarsales. Aunque la emergencia de una nueva característica puede modificar las relaciones alométricas, los procesos ancestrales de desarrollo varían en su susceptibilidad de ser modificados. De igual forma, este trabajo muestra que la interconexión entre los diferentes procesos de desarrollo puede sesgar la dirección de los cambios morfológicos.


  Palabras clave: hileras transversales, peines sexuales, rotación.

  


  INTRODUCTION


  Allometry can be defined as the scaling relationship between different body parts and its ecological and evolutionary impact (Thompson, 1917; Huxley, 1972; Gould, 1976; Klingenberg, 1996; Klingenberg, 1998). A proper regulation of allometry is crucial for the survival of an organism and defects in different pathways regulating allometry have constantly been linked to different types of cancer including those caused by insulin-like growth factor (Pollak, 2008) and by TGF-β, transformation growth factor-Beta (Massagué, 2008). Although previous studies have shown the importance of allometric changes for adaptive evolution (Beldade and Brakefield, 2002; Frankino et al., 2005; Pélabon et al., 2014), few studies have concentrated on studying how the inextricable relationships between developmental processes can affect the evolution of allometry (Malagón et al., 2014). To explore this problem, we study the evolution of various leg bristle rows and their relationship to leg length among Drosophila species. In this study allometric changes mainly refer to changes in leg length.


  The majority of the allometric studies are mainly based on morphometric changes between populations of the same species (Young et al., 2010; Gutierrez and Eberhard, 2015) or phylogenetic comparisons among various species or clades (Baker and Gerald, 2001; Langlade et al., 2005; Marroig and Cheverud, 2010). In addition to this approach, a few studies have combined these morphological measurements with various genetic manipulations to understand how allometry evolves in more detail (Brakefield, 2006; Carreira et al., 2009; Vasseur et al., 2012; Warren et al., 2014). For example, artificial selection experiments in the butterfly, Bicyclus anynana, show the potential for incredible flexibility in allometry during evolution (Beldade and Brakefield, 2002; Frankino et al., 2005). Here we use D. melanogaster legs as a system to study the evolution of allometry. This system provides the opportunity to integrate morphometric studies in D. melanogaster and several Drosophila species to multiple types of genetic perturbations including mutations, artificial selection, and producing spatial and temporal developmental perturbations by manipulating them genetically. (Ahuja and Singh, 2008; Tanaka et al., 2011; Malagón et al., 2014).


  Although D. melanogaster legs have apparently similar structures, each one of the three legs displays a different length and bristle patterns (Hanna-Alava, 1958a; Hanna-Alava, 1958b). In particular, the first tarsal segment (t1) of each leg displays a spectacular diversity of bristle patterns during Drosophila evolution (Hanna-Alava, 1958a; Hanna-Alava, 1958b; Held, 2002) (Fig. 1A). While the 2nd leg seems to conserve the ancestral bristle pattern, mainly formed by separated bristles evenly spread in the t1, the 1st and 3rd legs display an evolutionary innovation, the emergence of contiguous bristles attached to each other forming rows (Held, 2002). D. melanogaster legs display two main types of bristles rows: 1) transverse rows (TRs) and 2) sex combs. TRs are formed by lightly pigmented bristles, which seem to be used as cleaning utensils for the eyes and wings (Kopp, 2011). Sex combs, on the contrary, are heavily pigmented and are a male-specific group of bristles, used in the courtship ritual of more than 150 Drosophila species (Atallah, 2008, Kopp, 2011). Sex combs display spectacular diversity (Kopp, 2011); some of those morphological changes have been suggested to play a role in modifying the t1 allometry (Atallah, 2008, Atallah et al., 2014). The variation in sex comb orientation is an example of their rapid morphological diversification (Kopp, 2011, Atallah et al., 2012).
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  Sex comb orientation can be grouped into three categories: transverse (0-30°), diagonal (30-60°), and vertical (60-90°). Sex combs with a transverse orientation resemble the ancestral Drosophila chaetotaxy, in which leg bristle rows are relatively parallel to the leg joints. Diagonal and vertical orientations, in contrast, represent an evolutionary novelty among Drosophila species. However, those changes in position are accompanied by developmental changes, which can promote or limit changes in leg length (Malagón et al, 2014). For, example, in some Drosophila species such as D. melanogaster, sex combs move from a transverse to a vertical orientation (Fig. 1B). This ~90° rotation is accompanied by male-specific lengthening of the tarsal segment, which increases t1 male leg (Atallah, 2009). Similarly, the increase in D. melanogaster sex comb length seems to be rapidly limited, since there is not enough space available for the rotation (Malagón et al, 2014). The present work evaluates the relationship between t1 allometry and bristle numbers during evolution.


  Previous work showed that similar to that in the B. anynana's study, the evolution of sex comb length a the high flexibility to decrease or increase the bristle number in D. melanogaster (Ahuja and Singh, 2008). (Any mention in this paper regarding sex comb length strictly refers to bristle number per comb). However, despite the flexibility of sex comb length, the spacing between bristles is conserved in D. melanogaster and Drosophila species (Malagón et al., 2014). As a result, long D. melanogaster sex combs bend, showing atypical shapes, while multiple allometric changes take place during evolution (Malagón et al., 2014). Here, we extended our previous work and studied in more detail how the sex comb evolution affects the t1 allometry in short and long term evolution. We found a highly conserved coupling between two traits, the t1 length and TR number during Drosophila evolution. Although the appearance of the sex combs modifies the t1 allometry, those changes usually occur without disrupting this conserved coupling. These results are consistent with previous findings, suggesting a bias in variation of some phenotypes during evolution (de Bakker et al., 2013). Although many potential evolutionary paths are conceivable, evolutionary changes generally follow only a few routes (Schluter, 1996; Renaud et al., 2006; Weinreich et al., 2006; Marroig, 2007).


  MATERIALS AND METHODS


  Flies were grown in standard culture conditions on yeast-cornmeal-molasses media at a temperature of 25 °C. To change sex comb length and tarsal segment length three different types of genetic perturbations were used: mutations, artificial selection and UAS-GAL4 system. The following three mutations were studied in t1 or 2nd tarsal segment (t2): bric à bracPR72(babPR72) (Godt et al., 1993), Sex comb reduced13A/6 (Scr13A/6) (Sivanantharajah and Percival-smith, 2009) and sex comb distal (Scd) (Randsholt and Santamaria, 2008). Artificial selection was performed following the protocol described by Ahuja and Sing (2008). Hence, two lines were generated, a line with a low and a line with a high sex comb tooth number; Low and High lines respectively. Based on the bristle number, sex combs were divided into three groups: 1) short (≤7 bristles), 2) intermediate (9-11 bristles), and 3) long sex combs (12-15 bristles). Finally, the UAS-GAL4 system was used to perturb sex comb development. rnGAL4-5 (Ng and Kopp, 2008), babGAl4 (Godt et al., 1993) and dll-GAL4 (Held, 2010) were used to drive gene expression in the distal part of the t1. As a responder (UAS lines), four different pathways were perturbed: bristle morphogenesis (rab11 RNAi, flamingo RNAi. Dishevelled RNAi), leg morphogenesis (Scr RNAi, Dll RNAi, Dachousond RNAi), the sex determination pathway (Transformer RNAi, Double-sex RNAi) and epithelial morphogenesis (Shg RNAi and αCat RNAi).


  Introgression of fluorescent protein into D. melanogaster lines with different sex comb length


  The ubi-DEcad::GFP line used was generated by others for a previous study (Oda and Tsukita, 2000). Four genotypes were studied: male wild type (wt), artificially selected lines for high and low number of sex comb teeth and the mutant babPR72. High and Low sex comb bristle number lines were developed by artificial selection as previously described (Ahuja and Singh, 2008). Wild type males came from the outbred base population described in Ahuja and Singh (2008). The introgression of the fluorescent marker into the artificially selected lines required several generations of backcrossing between the ubi-DE::cadGFP and the artificially selected lines. In addition, the mutant babPR72 was generated by Godt et al. (1993). Different from artificially selected lines, standard genetic crosses were enough to introgress the fluorescent marker into this mutant strain.


  Data collection


  Adult legs were dissected for image acquisition. They were then mounted in Hoyer`s medium in 22X22 mm No 1 (VWR) coverslips, and imaged with a Cool Snap camera U-CMAD (Photometrics) using protocols that have been previously described (Atallah, 2008). Image J software (http://rsb.info.nih.gov/ij) was then used to measure the length of the t1.


  Data collection of developing legs


  For imaging developing legs, pupae were mounted in halocarbon oil (series 700; Halocarbon Products) on a coverslip (Sigma) and imaged with a laser 510 scanning confocal microscope (ZEISS) at 25 degrees with a 40× objective, using LSM Browser software (ZEISS). Z-stacks had a 3 μm step size. For post-acquisition image analysis and manipulation, maximum intensity projections were performed with LSM software (ZEISS). The removal of the pupal case background from images and the generation of 2D and 3D projections were manually performed as described by Atallah (2008).


  Morphological measurements in D. melanogaster lines and Drosophila species with different sex comb length


  In D. melanogaster, the 1st and 3rd legs were dissected in both males and females, to compare the allometric relationship between the sexes. The following measurements were done in adult legs: number of TRs, t1 length, sex comb tooth number and degree of sex comb rotation (Fig. 1D-F). The Drosophila species used were D. willistoni, D. virilis, D. mojavensis, D. guanche, D. rhopaloa, D. nikananu, D. ficusphila, and D. serrata.


  Statistical Analyses


  To determine whether t1 length is coupled to the number of TRs, the correlation coefficient was calculated using Excel (Microsoft). In addition, to compare how different degrees of rotation affect t1 length, initial comparisons were made using analysis of variance while post hoc comparisons were performed using Tukey's test. Similar statistical analysis were done for comparing various cellular parameters in lines with different sex comb length, including the number of cells in the distal region, the distance between TR and top sex comb tooth, and apical cell area. In both cases, the statistical package Sigma Plot11.0 was used. Error bars represent the standard deviation.


  RESULTS


  Coupling between t1 length and TR number: An ancestral leg relationship


  To study the relationship between chateotaxy and allometry during evolution, we asked whether variation in t1 length was coupled to bristle row number (Fig. 1B), we used the t1 of the female 1st and 3rd leg as a system (Fig. 1A). Those TRs have been suggested to represent the ancestral pattern in t1 bristle rows (Fig.1A) and vary in number depending on leg length (Hanna-Alava, 1958a; Hanna-Alava, 1958b). To do so, we measured the t1 length and the number of TRs in the 1st and 3rd leg of female D. melanogaster as indicated in Fig 1D-E. The measurements of 20 adult female legs (Fig. 2A-C) confirmed the results of previous studies, showing that the t1 is longer in the 3rd leg than in the 1st leg (Average of t1 length in 3rd leg = 277.49, +/- 22.60 µm; 1st leg = 139.76, +/-12.02 µm) (Hanna-Alava, 1958a; Hanna-Alava, 1958b). The TR number is also higher in the 3rd leg than the 1st leg (Average of TR number in 3rd leg = 12.3, +/-1.03 µm; 1st leg = 7, +/-0.46 µm). In addition, these measurements revealed a coupled relationship between these two traits, as indicated by the high correlation coefficient (r2 = 0.95, N = 40). An increase in t1 length was associated with an increase in the number of TRs along the t1.
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  Then we asked whether this coupled relationship between t1 length and TR number is still observed after appearance of the sex comb and whether changing sex comb length, a common evolutionary modification, could modify this tarsal segment allometry. For this purpose, adult male legs with different sex comb lengths were measured as shown in Fig. 1D-F. To modify sex comb length, we used mutations and artificial selection in t1 and t2 as indicated in the material and methods section. The analysis of light microscope pictures revealed that the coupled relationship is independent of sex comb length (Fig. 2D-H). The TR number increases when studying t1 and t2 as indicated by the high value of the correlation coefficient, whether measuring from top to bottom TR (r2 = 0.83, N = 25; Fig. 2E) or from top TR to the bottom sex comb teeth (r2 = 0.92, N = 25; Fig. 2F). As a result, these data suggest that modifying sex comb length occurs without disrupting the ancestral morphological relationship, a coupled relationship between t1 length and the TR number. In addition, we also found that t1 length was independent of sex comb length while displaying complete rotation. When comparing short or long sex combs, we found that the t1 length is statistically homogeneous if those legs have similar numbers of TRs (Figure 2G-H; 5 to 6 TRs Tukey's test, HSD, F3,16 = 0.03, p = 0.99; 7 to 8 TRs Tukey's test, HSD, F1,18 = 2.34, p = 0.13). However, when comparing between t1 with different numbers of TRs, the length is significantly different (5 -8 TRs Tukey's test, HSD, F5,34 = 7.85, p < 0.001). These results indicate an unexpected finding, changes in sex comb length can occur independently of the t1 allometry. In the next section, we show how sex comb morphogenesis can provide various mechanisms to explain how dramatic changes in sex comb length can have only a small effect in t1 length.


  Developmental aspects of relationship between t1 and sex comb length


  Malagón et al., (2014) show that the space available for the rotation of the D. melanogaster sex comb is independent of the sex comb's length. This finding can explain the reason why changing sex comb length occurs without affecting t1 allometry. To understand in more detail, the developmental basis of this phenomenon we measured four lines of D. melanogaster with variable numbers of bristles per comb. We used five developing legs per line with three groups of sex comb length: short (Low line ≤ 7 bristles), intermediate (wt = 9-11 bristles) and long (babPR72 and High line = 12-15 bristles) sex combs. We introgressed a fluorescent protein in these lines to visualize cell boundaries as described in the materials and methods section. We measured different cellular parameters that can indicate allometric changes in the sex comb field (group of cells around this bristle row), including cell density and the distance between the distal TR and the sex comb (Fig. 3A-F). Our results confirmed and extended our previous findings (Malagón et al., 2014), suggesting that the sex comb field is limited to increase in size, and as a result, changing sex comb length occurs without changing t1 allometry.


  First, we asked whether the size of the sex comb field changes with the number of sex comb teeth. We found that increasing sex comb length also significantly increases the number of cells underneath this row of bristles (Tukey's test, HSD, F4,15 = 21.9, p < 0.001) (Fig. 3C). These preliminary results seem to indicate that increasing sex comb length could also increase the t1 length. However, when analyzing the apical cell area of cells distal to sex combs (Fig. 3B), we found that cells close to the distal TR are significantly more crowded in long sex combs (>9 bristles) than short combs (<5 bristles) (Tukey's test, HSD,F4,15 = 10.16, p < 0.001; Fig 3B). In contrast, cells far from the distal TR are evenly packed independent of the sex comb length (F4,15 = 1.71, p = 0.203; Fig 3B). As a result, increasing cell numbers will lead to tighter cell packing rather than producing longer t1s (Fig. 3F).
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  A potential explanation for the difference in cell density is that selection or mutations can remove or add bristles, but those changes occur without a proportional change in space in the sex comb field. To test this hypothesis, we quantified the distance between the sex comb and the most distal transverse row after rotation (Fig. 3D-F). We found that the distance between the distal TR and the top proximal sex comb tooth is significantly higher in short combs (<7 bristles) than in wt or long combs (>10 bristles) (Tukey's test, HSD, F4,15 = 160, p < 0.001). In other words, although the sex comb changes in length, the vertical space allocated for rotation remains without significant changes. These results together can begin to explain why changes in sex comb bristle number unexpectedly occur without affecting t1 length. In the next section, we discuss another unexpected developmental effect on allometry; reducing the angle of sex comb rotation, in this instance, does contribute to change in D. melanogaster t1 length (Atallah, 2008; Atallah et al., 2009).


  Changes in degree of rotation produce changes in 1st tarsal segment allometry in D. melanogaster


  As previously discussed, in some Drosophila sex combs such as that of D. melanogaster, the sex combs rotate up to 90° during development (Fig. 1B). The change in position of this bristle row produces a male specific-tissue elongation, leading to a sexually dimorphic t1 length in D. melanogaster (Atallah, 2008). To test whether different degrees of sex comb rotation can modify the allometry of t1 length, we used highly specific perturbations of the expression of the gene Dll. To do so, we use the UAS-GAL4 system along with the temporal regulation of tubGAL80ts (Atallah et al., 2014). As a result, three different orientations were observed: 1) transverse (0°-30°), 2) diagonal (30°-60°), and 3) vertical (60°-90°). Analysis of the adult leg chaetotaxy showed that this genetic perturbation varies the degree of sex comb rotation without affecting virtually any other t1 traits including sex comb tooth number and TR formation (Atallah et al., 2014). Similar genetic perturbations of different pathways (Fig. 4A-C) again showed that increasing the degree of sex comb rotation produces significant lengthening of the t1 (genetic perturbations of Dll and four different pathways, Tukey's test, HSD, F3,76 = 238.3, p < 0.001 ). As a result, the developmental degree of rotation of the sex comb can produce a change in the leg allometry in the distal region, without altering the proximal region, where the TRs are located. As Drosophila sex combs display a great diversity of morphologies, the next step is to test whether patterns observed in D. melanogaster are also conserved among other Drosophila species, both in terms of coupling between orientation and t1 length as well as TR number and t1 length.
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  Changes in various bristles row parameters and t1 length in other Drosophila species


  To test whether the Drosophila t1 length displays similar patterns observed in D. melanogaster, we studied males of eight Drosophila species (Fig. 5A). We integrated the different parameters studied in D. melanogaster adults including t1 length, TR number, sex comb orientation and length. To do so, the Drosophila species were carefully chosen to represent a good approximation of sex comb developmental and morphological diversity. We found that despite great developmental differences observed among Drosophila species, the same relationship between t1 length and bristles patterns observed in D. melanogaster also occur in other Drosophila species. However, those rules seem to be used in novel ways to produce a diversity of morphologies during evolution.
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  First, we examined whether there is a relationship between t1 length and the orientation of the sex comb as observed in D. melanogaster. To do so, we measured the t1 length as well as the distance between the joint to top part of the sex comb or homologous distal TRs in adult male legs (Fig. 5B-C). Different from that in D. melanogaster, we found that there was no relationship between sex comb orientation and t1 length as indicated by the low correlation coefficient (r2 = 0.15, N = 40; Fig. 5B). However, there is an elongation of the distal region of t1 based on the sex comb orientation. The lowest distance was observed in transverse bristle rows and highest in vertical rotating combs, thus displaying a high correlation coefficient (r2 = 0.79, N = 40; Fig. 5C). These data indicate that although there is a local modification in the sex comb field, the top part of the t1, the region covered by TRs is also fundamental to understand how the t1 length changes during evolution.


  To study the changes observed in top part of t1, we measured how t1length changes among Drosophila species and test whether the coupling between TR number and t1 length is still conserved during evolution. Similar to D. melanogaster, t1 length was measured from the top TR to the bottom sex comb tooth or TR region as indicated in Fig 5D-E. We observed that in Drosophila species that lack a comb or have a short comb, the coupling is still conserved as indicated by the correlation coefficient (r2 = 0.97, N = 25) (Fig. 5D). However, those morphological changes are different from those observed in D. melanogaster, because when sex comb length increases, the TR region decreases in length (Fig. 5E). This trade-off between region lengths is indicated by reduction in the correlation coefficient (r2 = 0.52, N = 25) (Fig. 5E).


  To examine in more detail, the trade-off in length between TR and sex comb regions, we focused on 4 Drosophila species: D. willistoni, D. persimilis, D. yakuba, and D. rhopaloa (Fig. 5F). Although these species show differences in sex comb length and orientation, their t1s have a statistically similar length (t1 length among the 4 different Drosophila species chosen, Tukey's test, HSD, F3,16 = 1.23, p = 0.33) (Fig. 5G). However, when studying the TR and sex comb regions, we observed statistically significant changes in length between these two regions (sex comb region length among the four different Drosophila species chosen, Tukey's test, HSD, F3,16 = 224.8, p < 0.001; TR region length among the four different Drosophila species chosen, Tukey's test, HSD, F3,16 = 188.2, p < 0.001 ) (Fig. 5H-I). An increase in length in length in the sex comb region produces a reduction in the TR region. Together, the conservation in TR spacing and variation in TR and sex comb regions show an association between t1 length and chaetotaxy during Drosophila macro and micro-evolution.


  DISCUSION


  D. melanogaster and Drosophila species couple the t1 length to the TR number


  The coupling between t1 and TR number is a highly conserved trait observed in all the legs studied, in both D. melanogaster and other Drosophila species. The first evidence of the conservation of this coupling emerges when comparing the t1 of the 1st and 3rd leg. As the t1 in the 3rd leg is much longer than the 1st and 3rd leg have extra TRs (Fig. 2A-C). In addition, the appearance of the D. melanogaster sex combs occurs without disrupting this coupling, independently of the sex comb length or degree of rotation (Fig. 3-4). The final evidence of this evolutionary conservation emerges when studying different Drosophila species (Fig. 5D-E). Despite the spectacular morphological diversity of the sex comb, the changes occur mainly in the sex comb region without modifying the coupling between the TR and t1 length in top region of the t1. These types of developmental correlation have been previously described in evolutionary studies (Marroig, 2007; Tobler and Nijhout, 2010). For example, the number of finger digits of frogs is associated with cell numbers in the presumptive digit region during development, suggesting a link between developmental changes and evolutionary variation (Alberch and Gale, 1983; Smith et al., 1985; Brakefield, 2006; Monteiro et al., 2011; Malagón et al., 2014; Pélabon et al., 2014).


  We hypothesize that a developmental mechanism, lateral inhibition, is responsible for the coupling between t1 length and TR number (Held, 1990; Orenic et al., 1993; Held, 2002). Regular spacing between bristle rows occurs because the future bristle cells, the sensory organ precursors, inhibit the surrounding epithelial cells from having a neural cell fate (Held, 1990; Orenic et al., 1993; Held, 2002). Interestingly, although several genetic perturbations can modify the distance between bristles (Held, 1990; Held, 2002), our data show that this type of modification is not usually the path taken during evolution (Fig. 5D-E). Future studies are necessary to understand the extent to which the evolutionary conservation of this coupling, is due to internal factors, such as genetic or developmental factors, or an external factor such as selection (Gould, 1976; Weber, 1992). For example, since TRs are used as cleaning utensils (Kopp, 2011), it is necessary to test whether changing the spacing between TRs can potentially reduce cleaning efficiency.


  Influence of sex comb length and rotation on t1 length changes in D. melanogaster and Drosophila species


  Our data show that in D. melanogaster, the evolutionary innovation of producing a rotating sex comb plays an important role in determining t1 length (Atallah, 2008; Malagón et al., 2014). Previous studies show that the change in position of the sex comb leads to a male-specific lengthening of the distal part of t1, which are never seen in females (Atallah, 2008; Malagón, 2013). Consistent with this information, when genetically reducing the degree of rotation in different ways (Fig. 4A-C), a reduction in the t1 length takes place, thus returning to the allometric relationship observed in the t1 D. melanogaster females (Fig. 4). In contrast to rotation, changes in the sex comb length have a small effect on modifying t1 length. In D. melanogaster, the distal TR seems to function as a barrier preventing the D. melanogaster sex comb field from increasing beyond a certain size. As a result, although there is an increase in cell number underneath the sex comb (Fig. 3C), this increment translates into a higher cell density rather than longer t1s (3B-F).


  In other Drosophila species studied, the relationship between t1 length and sex combs can be divided into two main groups: 1) species without combs or with transverse combs and 2) species with diagonal or vertical combs. In the first group, t1 length correlates to the number of TRs. In second group, the distal region of the t1 can increase in length and such elongation can be associated, in some cases, with sex comb orientation (Atallah, 2008; Tanaka et al., 2009). In addition, the evolution of Drosophila sex comb length can provide a good example of the differential effects of short vs. long term selection in allometric relationships (Malagón, 2013). In D. melanogaster, changing sex comb length through artificial selection, did not produce dramatic changes in t1 allometry (Fig. 3), in lines with similar degrees of rotation (Malagón, 2013). On the contrary, in Drosophila species males with long sex comb have a trade-off between lengths of the sex comb and and TR regions (Fig. 5E-I). As the sex combs increase in the lengths, the number of TRs is reduced. Future studies are necessary to study the genetic and developmental restrictions that limit dramatic changes in the short-term selection and how those restrictions are removed over the long term.


  This work is also consistent with previous studies showing a bias in the morphological variation between traits (de Bakker et al., 2013; Kavanagh et al., 2013; Malagón et al., 2014), while changes in t1 allometry do occur, such changes generally occur without disrupting the ancestral coupling between t1 length and TR number. In addition, these results also suggest that in the fruit fly male t1 there can be a hierarchy of selection "accessibility" with spacing between bristle rows being the most conserved feature, bristle row numbers being more easily changed, and t1 length being the most easily modified given.


  Entrenched developmental processes and t1 allometric changes in Drosophila evolution


  Consistent with previous studies, this work highlights the importance of developmental studies for understanding the evolution of allometry (Gould, 1966; Stern and Emlen, 1999; Shingleton et al., 2007; Malagón et al., 2014). In particular, our data suggest that understanding the entrenchment of developmental processes can provide a better understanding of how allometric changes occur during Drosophila evolution.


  We show a highly conserved correlation between t1 length and TR number. Independent of the allometric changes observed, the relationship between these two traits remain the same among D. melanogaster legs and Drosophila species. Our study hypothesizes that this simple spacing rule is important for understanding allometric changes in the t1 and sex comb. For example, as the D. melanogaster sex comb is a modified TR, the spacing between the D. melanogaster sex comb and the spacing between the TR, are independent of sex comb length (Malagón et al., 2014). In addition, although increasing sex comb length will increase the number of cells in the field, it seems that the distal TR acts as a barrier preventing the sex comb field from increasing in size (Fig 3B-F). As a result, unexpectedly long and small D. melanogaster sex combs can display similar t1 lengths. In contrast, as rotating the sex comb is accompanied by an elongation of the tissue surrounding it, a higher degree of rotation will also lead to a longer t1(Atallah et al., 2009). Finally, in long-term evolution, the spacing between bristle rows is still fundamental to understanding allometric trade-offs between t1 regions among Drosophila species. Rather than changing the spacing between bristles rows, Drosophila species with long sex combs reduce the number of TRs.


  Finally, future studies are necessary to study the effect of changes in sex comb length on female chaetotaxy and t1 length. Although, it is believed that t1 female chaetotaxy is highly conserved among Drosophila species (Kopp, 2011), preliminary results indicate that in Drosophila species with long sex combs, female TRs are reduced in number or length. This biological phenomenon could be another example, showing the importance of development to understand morphological diversity.


  CONCLUSIONS


  Adaptation constantly requires changes in proportions between different body parts (Frankino et al., 2005; Brakefield, 2006; Pélabon et al., 2014). In order to study how such allometry evolves, we used t1 Drosophila legs. We compared morphometric measurements in wild type and genetically perturbed D. melanogaster with analysis of various Drosophila species. We suggest that bristle-developmental processes that are apparently unrelated to leg elongation, are crucial for understanding the evolution of Drosophila t1 allometry. In particular, we suggest that the complicated connections between various developmental processes such as bristle row spacing and movement are vital for understanding the allometric changes observed. These complex interactions between developmental processes can explain some biases in phenotypic variation (Brakefield, 2006; de Bakker et al., 2013; Malagón et al., 2014). Finally, although this work concentrated on how body scale proportions change over time, we consider that the entrenchment of developmental processes described in this work, can be an important feature for understanding how some phenotypes originate and evolve (Malagon and Larsen, 2015).
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  RESUMEN


  Las enfermedades virales son uno de los problemas más limitantes para la producción de papa en el mundo. Uno de los materiales de papa más susceptibles a los virus corresponde a Solanum phureja; sin embargo, en Colombia son pocos los estudios adelantados sobre los agentes causales que lo afectan. En este trabajo se realizó una caracterización molecular del Potato virus V (PVV) infectando plantas de S. phureja en Antioquia, utilizando métodos de secuenciación de nueva generación (NGS), pruebas de DAS-ELISA, RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) y RT-PCR convencional. Los resultados indican la ocurrencia de niveles muy variables de incidencia del virus entre lotes de cultivo (6,7 % a 86 %). El PVV tiene un genoma de 9828 nt que codifica para una poliproteína de 3066 aa y presenta dos variantes principales (Var_A y Var_B) en proporciones de 72 y 28 %. Estas variantes comparten altos niveles de identidad genética (99,7 % en todo el genoma) entre ellas y con respecto a la cepa PVV-Phureja reportada en Colombia, pero no con otras cepas del mundo (82-83 %). Con base en dichos genomas, se diseñaron y evaluaron en muestras foliares de S. phureja, dos pares de cebadores para la detección del virus en pruebas de RT-PCR (459 pb) y RT-qPCR (89 pb, Ct=12,08-21,86 y Tm= 78,7°C-80,2 °C), confirmándose la presencia de este virus en tejidos sintomáticos y asintomáticos de papa criolla. La ocurrencia generalizada de PVV en los cultivos de S. phureja indica la necesidad de incorporar en los programas de certificación de tubérculos-semilla de S. phureja en Colombia el diagnóstico de este virus.


  Palabras clave: DAS-ELISA, NGS, papa, Potyvirus, RT-qPCR.

  


  ABSTRACT


  Viral diseases are one of the most limiting problems in the production of potato worldwide. Solanum phureja constitutes one of the most susceptible materials to viral diseases in Colombia; however, there are few studies on viruses infecting this crop. In the current study, we performed a molecular characterization of Potato virus V (PVV) that infects S. phureja, using different potato plots located in the province of Antioquia, using Next-Generation Sequencing (NGS), DAS-ELISA, real time RT-PCR (RT-qPCR) and RT-PCR. Results revealed variable levels of incidence among plots (6.7 %-86 %) and the presence of two slightly different variants (Var_A and Var_B) present in approximately 72 %:28 % ratio. These PVV strains have a genome of 9828 nt codifying for a polyprotein of 3066 aa and share high nucleotide sequence identity (99,7 % in their complete genome) with respect to PVV-Phureja, recently described in Colombia, but are very divergent with respect to currently available PVV genomes (82-83 %). The genome information was used to design two sets of primers, useful in the specific detection of this virus in S. phureja leaf samples through RT-PCR (459 bp) and RT-qPCR (89 bp, Ct=12.08-21.86; Tm=78.7 °C-80.2 °C). This study underscores the importance of including diagnostics of PVV in S. phureja tuber-seed certification programs in Colombia.


  Keywords: DAS-ELISA, NGS, potato, Potyvirus, RT-qPCR.

  


  INTRODUCCIÓN


  Solanum tuberosum L. subsp. andigena Hawkes y Solanum phureja Juz. & Bukasov, son las dos principales especies de papa cultivadas en Colombia. Aunque de las 160000 ha que se siembran con papa en el país, solo cerca del 10 % corresponde a variedades de S. phureja, este cultivo ha recibido gran atención en los últimos años, dada su alta demanda interna y gran potencial de exportación debido a sus excelentes características organolépticas, altos niveles de vitaminas B y C y de minerales (Fe, Zn, Cu y Ca) (Rodríguez et al., 2013).


  Solanum phureja es una especie diploide de papa que produce tubérculos de color amarillo y presenta como centro de origen los Andes suramericanos, siendo el suroccidente de Colombia uno de sus mayores centros de biodiversidad (Rodríguez et al., 2013). Esta especie presenta ciclos cortos de cultivo (cuatro a cinco meses) y ausencia de dormancia en los tubérculos. Entre los cultivares más sembrados actualmente en el país se destacan Criolla Colombia, Criolla Latina y Criolla Paisa (Rodríguez et al., 2009; Gúzman-Barney et al., 2012). En Colombia se obtiene una producción anual de S. phureja entre 100000 y 150000 t con rendimientos promedio de siete a 12 t/ha, inferiores a su óptimo agronómico (15 a 25 t/ha), como resultado de los bajos niveles de tecnificación del cultivo, especialmente en lo referente a la calidad del tubérculo-semilla y al manejo de plagas y enfermedades (Gúzman-Barney et al., 2012).


  Las enfermedades virales son uno de los problemas fitopatológicos más limitantes para la producción de S. phureja (Gúzman-Barney et al., 2012; García et al., 2016; Gutiérrez et al., 2016), por ejemplo, se ha reportado que en este cultivo la infección del Potato yellow vein virus (PYVV) puede reducir sus rendimientos en niveles del 40 % al 50 % (Gúzman-Barney et al., 2012). Además del PYVV, otros virus detectados con altos niveles de incidencia en S. phureja incluyen el Potato virus Y (PVY), Potato virus S (PVS), Potato virus X (PVX) y Potato leafroll virus (PLRV) (Gil et al., 2013; Gutiérrez et al., 2013; Hernández-Guzmán y Gúzman-Barney, 2014; Medina et al., 2015; García et al., 2016).


  Recientemente, utilizando metodologías de secuenciación de nueva generación (NGS), se encontraron plantas de S. phureja infectadas con Andean potato latent virus (APLV) (Kreuze et al., 2013) y Potato virus V (PVV) (Gutiérrez et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016), virus cuya presencia no había sido confirmada en el país. El hallazgo de esta última especie (PVV) sobre S. phureja en Antioquia resultó inesperado por cuanto los síntomas de mosaicos que presentaban las plantas infectadas habían sido asociados con la infección por PVY. PVV ha sido reportado en Perú (Spetz et al., 2003), Costa Rica (Vásquez et al., 2006), Estados Unidos (Shiel et al., 2004), Europa continental e Inglaterra (Oruetxebarria et al., 2000; Mortensen et al., 2010) y en Irán (Shamsadden-Saeed et al., 2014).


  PVV es un miembro del género Potyvirus (familia Potyviridae), que fue inicialmente considerado como una variante de PVY; sin embargo, análisis serológicos y filogenéticos confirmaron su identidad como una especie diferente (Oruetxebarria et al., 2000; Oruetxebarria et al., 2001; Spetz et al., 2003). El virus consiste de partículas flexuosas de 760 nm, cuyo material genético es ARN de cadena sencilla positiva (ssRNA+) con cerca de 9900 nt (excluyendo la cola de poli-A). Su genoma contiene un gran marco de lectura abierto (ORF) que codifica para una poliproteína de 3066-3068 residuos y presenta regiones no traducidas (UTR) de aproximadamente 200 (3'UTR) y 445 nt (5'UTR), respectivamente (Oruetxebarria et al., 2000; Shamsadden-Saeed et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016).


  Los síntomas asociados a la infección por PVV incluyen mosaicos suaves y disminución del tamaño de la lámina foliar; aunque sobre algunas variedades puede inducir mosaicos severos y manchas necróticas en hojas bajeras (Calvert et al., 1980; Jones, 1984). PVV es transmitido por tubérculos-semilla infectados y por diversos áfidos de manera no persistente (Myzus persicae, Brachycaudus helichrysi, Macrosiphum euphorbiae, etc.) (Calvert et al., 1980; Fribourg y Nakashima, 1984).


  Con el fin de aumentar el nivel de conocimiento que se tiene del PVV afectando los cultivos de S. phureja del país, en este trabajo se evaluó la incidencia de este virus mediante pruebas de DAS-ELISA en cuatro cultivos en Antioquia; así como también se realizó la caracterización molecular de su genoma completo a partir del análisis del transcriptoma de tejidos foliares de plantas de S. phureja procedentes del municipio de La Unión en este departamento. Finalmente, se diseñaron dos pares de cebadores específicos para la detección de PVV por RT-PCR convencional y RT-qPCR, validándose su utilidad a partir de un grupo de muestras foliares sintomáticas y asintomáticas de esta especie de papa.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Muestras


  En cuatro lotes de cultivo de S. phureja cv. Criolla Colombia, ubicados en la zona rural de los municipios de Entrerríos (Lote 1) (6° 33' 0'' Norte, 75° 31' 1'' Oeste), Marinilla (Lotes 2 y 3) (6° 10' 1'' Norte, 75° 19' 59'' Oeste) y El Peñol (Lote 4) (6° 13' 1'' Norte, 75° 13' 1'' Oeste) (Antioquia, Colombia), se colectaron 15 muestras aleatorias de hojas. Cuando se encontraban plantas con posibles síntomas asociados a virus (diferentes del amarillamiento de nervaduras causado por PYVV), se colectaron muestras de tejidos sintomáticos, siendo obtenidos siete grupos de muestras: amarillamiento (2), moteado (1), enanismo (1), enrollamiento foliar (1) y mosaico (2). Finalmente, en un lote de S. phureja en estado de floración ubicado en el municipio de La Unión (Antioquia), se obtuvo un grupo de tejidos foliares de diferentes plantas con síntomas de mosaico, que tradicionalmente han sido asociados por los técnicos y agricultores de papa con la infección por PVY, para la secuenciación de su transcriptoma por NGS.


  Pruebas de DAS-ELISA


  Se evaluó la presencia de PVV en las 60 muestras colectadas en los cuatro lotes de cultivo, así como en las muestras sintomáticas (incluyendo aquellas destinadas a NGS) utilizando la prueba DAS-ELISA #SRA 10100 de la compañía Agdia (Indiana, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados colorimétricos fueron cuantificados en un equipo Multiscan RC/MS/EX (Labsystem, EEUU). En cada prueba fue incluido un control positivo (LPC 10100 "method" control positivo) y un control negativo (LNC 10100) proveídos por Agdia, consistentes en tejidos vegetales liofilizados infectados o libres de PVV, respectivamente. Se estableció como criterio de definición de pruebas positivas, aquel reportado por la compañía serológica Bioreba (BIOREBA, 2015), que utiliza como valor de corte la fórmula: Cut-off = (promedio + 3 desviaciones estándar) x 1,1.


  Secuenciación de nueva generación (NGS)


  La secuenciación de nueva generación del transcriptoma de S. phureja fue realizada a partir de ARN total, el cual se extrajo mediante el kit GeneJET Plant RNA Purification Mini (Thermo, EEUU), procediéndose a la degradación del ARN ribosomal (ARNr) con el sistema TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plant (Illumina, EEUU). Para la construcción de la librería de ADN copia (ADNc) y la unión de los adaptadores (TruSeq Index Adapters) necesarios para las reacciones de ¨PCR-bridge¨, se utilizó el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina, EEUU). La secuenciación se realizó en una línea hasta obtener nueve millones de reads pareados, utilizando el equipo Illumina HiSeq 2000 en la compañía Macrogen (Corea del Sur). Una vez obtenidas las secuencias, se eliminaron aquellas de los adaptadores y las bases de baja calidad (Phred <30) utilizando el programa SeqTK (GitHub, 2015). Los reads de origen viral fueron seleccionados luego de su comparación con bases de datos locales utilizando BLASTN (Gish y States, 1993) y el genoma de PVV fue ensamblado por mapeo con el programa Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012) utilizando como referencia el genoma de la cepa PVV-Phureja (gb: KP849483). Las regiones del genoma que codifican para las diez proteínas maduras de PVV fueron identificadas con BLASTX (Gish y States, 1993).


  Detección de PVV por RT-PCR en tiempo real


  Con base en el alineamiento de los genomas de PVV obtenidos en este trabajo y en aquel reportado por Gutiérrez et al., (2016), se diseñaron un par de cebadores específicos para la detección por RT-qPCR de PVV. Para esto se empleó el programa Primer-Blast (Ye et al., 2012), siendo seleccionados los cebadores PVV_phu_F (5'-ATG CTG GAA AAG ATC CAG C-3') y qPVV_phu_R (5'-CAT CCC GCT CCT CAA C-3') que amplifican un fragmento de 89 pb de la cápside viral (CP) y se ubican entre las posiciones del genoma 8621-8639 y 8695-8710, respectivamente. La validez de los cebadores fue evaluada en 14 muestras de tejidos foliares de papa, diez correspondientes a muestras aleatorias procedentes de los lotes de S. phureja utilizados en el estudio y cuatro a muestras de tejidos con síntomas asociados a infecciones virales (amarillamiento, mosaico, moteado y enanismo) (Tabla 1). De cada una de estas muestras se extrajo el ARN con el kit GeneJET Plant RNA Purification (Thermo), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN así obtenido fue 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).


  Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en dos pasos utilizando el sistema SYBR Green I. La retrotranscripción consistió de 20 µL con 200 U de la enzima Maxima Reversa Transcriptasa (Thermo), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 pmol del primer Oligo-(dT)18, 20 U de inhibidor de ARNasas (RiboLock, Thermo) y 50-100 ng del ARN total. 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 desnaturalizar 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 tratada con DEPC, 0,3 μM de los cebadores PVV_phu_F y qPVV_phu_R y 50-100 ng de ADNc. La amplificación se adelantó 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 52 °C por 45 s. La adquisición de fluorescencia se realizó después de cada ciclo de amplificación y los valores de ciclo umbral (Ct) para cada muestra fueron definidos utilizando los parámetros por defecto del programa Rotor-Gene Q ver. 1.7., siendo consideradas como positivas aquellas muestras que superaron el valor de Ct antes del ciclo 35. Los amplicones fueron sometidos a un análisis de desnaturalización utilizando la herramienta del equipo HRM (High Resolution Melting) entre 50 y 99 °C y comparados los valores de la temperatura de fusión (Tm) con respecto a los alcanzados para el control positivo secuenciado mediante NGS en este trabajo. Todas las reacciones incluyeron un control negativo libre de ADNc viral. Finalmente, cuatro de los amplicones correspondientes a tres muestras de tejidos de papa y al control positivo de PVV fueron secuenciados por el método de Sanger en la compañía Macrogen, 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.


  Detección de PVV por RT-PCR


  Con base en los genomas disponibles para PVV, también se diseñó el par de cebadores PVV_phu_F y PVV_phu_R (5'-TGA AAG TGG GCT TTG CG-3') para la amplificación por RT-PCR convencional de un fragmento de 459 pb del gen CP de este virus. Las reacciones de RT-PCR se realizaron en dos pasos; la retrotranscripción a 65 °C por 5 min, 50 °C por 30 min y 85 °C por 5 min, en un volumen final de 20 µL conteniendo 100 U de Maxima Reversa transcriptasa (Thermo), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 pmol del cebador Oligo-(dT)18, 20 U de inhibidor de ARNasas y 2,5 µL del ARN. Por su parte, la PCR se realizó en un volumen de 25 µL que incluía 17,8 µL de agua, 1X buffer de enzima (10X), 1,8 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 µM de los cebadores, 1 U de Taq ADN polimerasa (Thermo) y 50-100 ng de ADNc. El programa de amplificación correspondió a 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 1 min, 72 °C por 1 min y una extensión final a 72 °C por 5 min. El tamaño de los amplicones fue determinado por electroforesis en gel de agarosa al 1,8 %, usando tinción con GelRed 1X (Biotium, EEUU), en un equipo Bio Doc Analyze (Biometra, Alemania). Finalmente, cuatro de los amplicones que presentaron el tamaño esperado fueron purificados directamente del gel utilizando el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo) y secuenciados en ambas direcciones en un equipo ABI Prism 3730xl (PE Applied Biosystems, EEUU) de la compañía Macrogen (Corea del Sur).


  Análisis filogenéticos


  Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron editadas mediante el software BioEdit 6.0.6 (Hall, 1999), construyéndose secuencias consenso y confirmándose su identidad por comparación del GenBank utilizando BLASTN. Aquellas que resultaron positivas para la región CP de PVV, fueron alineadas mediante el software Clustal W (Larkin et al., 2007) con secuencias de este gen reportadas para aislamientos de PVV de diferentes países, así como de otros potyvirus de referencia utilizados como grupos externos de análisis [Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), Peru tomato virus (PTV), Ecuadorian rocoto virus (ERV), Brugmansia suaveolens mottle virus (BsMoV), Wild potato mosaic virus (WPMV)]. Posteriormente, se realizó un análisis filogenético con dichas secuencias de CP haciendo uso del software Mega 6.0 (Tamura et al., 2013) con los algoritmos Neighbor-Joining con el modelo Kimura 2-parámetros y Máxima verosimilitud con el modelo Jukes-Cantor. El soporte de la topología interna de las ramas de los dendrogramas fue determinado por análisis de bootstrap con 1000 remuestreos (Felsenstein, 1985). En todos los análisis realizados se incluyó como base de comparación, la región correspondiente a los genomas de PVV obtenidos en el presente estudio y en aquel de Gutiérrez et al., (2016). Adicionalmente, se realizaron análisis filogenéticos con las secuencias codificantes para la poliproteína de dichos genomas de PVV y de los otros potyvirus de referencia. Los números de accesión del GenBank para las secuencias de las dos variantes de PVV obtenidas en este trabajo corresponden a KT985458 (PVV_VarA) y KT985459 (PVV_VarB).


  RESULTADOS


  Pruebas de DAS-ELISA


  En este trabajo se evaluó la presencia del PVV en muestras foliares de S. phureja obtenidas de cuatro lotes de cultivo ubicados en tres municipios del departamento de Antioquia. Ya que en plantas de papa es frecuente la ocurrencia de infecciones virales mixtas (Wang et al., 2011), es difícil asociar la infección de un virus particular con síntomas genéricos como mosaicos, moteados, amarillamientos o enanismos, razón por la que visualmente no fue posible identificar una sintomatología específica con la ocurrencia de PVV en las muestras bajo análisis. Sin embargo, los resultados de las pruebas de DAS-ELISA, indicaron inequívocamente la infección de PVV en muestras de tejido foliar en los cuatro lotes evaluados, aunque con diferencias evidentes entre los niveles de incidencia (lote M1: 26,7 %, lote M2: 13,3 %, lote M3: 6,7 %, lote M4: 86 %) (Fig. 1). La validez de las pruebas fue confirmada por los altos valores de absorbancia obtenidos para los controles positivos (>1,5) y los bajos niveles alcanzados para los controles negativos (promedio=0,26; SD=0,05); siendo definido con la metodología de Bioreba, un valor de 0,45 como punto de corte para la definición de las pruebas positivas. Adicionalmente, el PVV fue encontrado en las muestras representando las siete muestras sintomáticas, con valores de absorbancia superiores a 0,52 (Fig. 1).
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  Secuenciación NGS


  La secuenciación NGS del transcriptoma de S. phureja generó una librería pareada de 9101996 reads y un total de 1820399200 pb. La librería se depuró por calidad (Phred ≥30) con el software SeqTK y mediante BlastN se seleccionaron los reads asociados a genomas de virus de ARN; de esta forma, 1147244 reads alinearon de manera significativa (e-value < 1E-10) con el genoma de PVV. Para el ensamblaje del genoma se tomó un subconjunto aleatorio de 100000 reads pareados para ser mapeados con respecto el genoma de referencia de PVV-Phureja, obteniéndose una profundidad promedio de 126X (Fig. 2). Durante el análisis de anotación del genoma viral, fue evidente de los patrones de polimorfismo encontrados para cada posición del genoma, la presencia de dos variantes de PVV en los tejidos de papa, con proporciones de (~72 % (Var_A) y ~28 % (Var_B); sin embargo éstas presentan altos niveles de identidad (99,7 % y 31 sustituciones). El genoma de ambas variantes tiene 9828 nt (excluyendo la cola poli-A), con un marco de lectura abierto (ORF) de 9198 nt que codifica para una poliproteína de 3066 aminoácidos y secuencias de 185 y 445 nt en sus extremos UTR 5'y 3', respectivamente.
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  Las predicciones de las secuencias de las proteínas P1, proteinasa HC-Pro, P3, PIPO, 6K1, proteína de inclusión cilíndrica (CI), 6K2, proteína de unión al genoma (VPg), proteinasa a de inclusión nuclear (NIa-Pro), replicasa viral (NIb) y proteína de la cápside (CP) tienen 289, 456, 357, 247, 52, 634, 52, 188, 246, 519 y 272 aa, respectivamente y los sitios de corte proteolíticos se identificaron en los residuos 289, 746, 1130, 1155, 1789, 1841, 2029, 2275 y 2794 (Fig. 2).


  La variante A de PVV presentó cinco mutaciones puntales respecto al genoma de la cepa PVV-Phureja, aunque éstas sólo representaron dos cambios de aminoácidos a nivel de la poliproteína: V374M (HC-Pro) y A955V (P3). En el genoma de la variante B por su parte, se identificaron 28 mutaciones puntuales con respecto a la cepa PVV-Phureja y tres cambios de aminoácidos en la poliproteína: T1736A (CI), Y2646H (NIb), V2860M (CP) (Fig. 3).
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  Los motivos y regiones que caracterizan el genoma de los potyvirus fueron identificados en ambas variantes de PVV, e incluyeron los motivos conservados en HC-Pro FRNK (residuos de aa 468-471) e IGN (residuos 537-539 aa) asociados a la supresión de silenciamiento de genes y replicación viral, respectivamente; la secuencia nucleotídica GA7C en la posición (2908-2918) de P3, resultante de un cambio en el marco de lectura que da origen a la proteína P3N-PIPO (232 aa); los motivos GSGKSTGLP (residuos 1243-1250) y DECH (residuos 1328-1331) en CI, que indican la homología de esta proteína con la superfamilia de helicasas SF2; los sitios de corte de la cisteín proteasa NIa-Pro en las uniones P3/6K1, 6K1/CI, CI/6K2, 6K2/VPg, VPg/NIa-Pro, NIa-Pro/NIb, NIb/CP con secuencia de reconocimiento V-X-(HE)-(QE); el motivo GDD conservado en las RdRp virales (residuos 2625-2627) y las secuencias de localización nuclear en NIb: NSLI consiste de los residuos 1-16 con la secuencia GRSTGWMLNALKENLQ, y la NSLII de TPISTPDGTIIKKFRGNNSGQPSTV (residuos 2566-2590). Finalmente el motivo DAG (residuos 2802-2805) en la región CP, que está asociado a la transmisión por áfidos.


  Los análisis de variación realizados entre la secuencias de las dos variantes de PVV encontradas en este trabajo y las tres cepas con genomas completos reportados para PVV en el mundo (DV42, KER.LAL.P y PVV-Phureja) indican niveles de identidad a nivel de nucleótidos del 82-83 % con las dos primeras, siendo las regiones que codifican para P1 y para las proteinasas Hc-Pro y NIa-Pro las más disímiles, con niveles de 71 a 83 %; mientras que para las comparaciones realizadas con respecto a la cepa PVV-Phureja, dichos niveles fueron superiores al 99 % para todos los genes (Fig. 3). Para este último caso, fue además notable el hecho que ocho de las diez proteínas putativas de dichas cepas compartieron el 100 % de identidad a nivel de aminoácidos, y los dos restantes (HC-Pro y P3) del 99,7 %.


  Detección de PVV por RT-qPCR


  Con el uso de los cebadores diseñados para la detección de PVV mediante RT-qPCR se determinó la infección de PVV en seis de las muestras evaluadas, incluyendo el control positivo, dos de las muestras sintomáticas (amarillamiento y mosaico) y en tres de aquellas asintomáticas. Los valores de Ct oscilaron entre 12,08 y 21,86, mientras que los de Tm se presentaron en el rango de 78,7 °C a 80,2 °C (Tabla 1). La naturaleza de cuatro de dichos amplicones (incluyendo el control positivo) fue confirmada por secuenciación Sanger. Se encontró por comparación con las bases de datos moleculares, que dichas secuencias correspondían a una región de cerca de 50 pb de la cápside viral de diferentes aislamientos de PVV (Ej. Accesiones gb: KC438301, KC438303 y KC438304), con niveles de identidad de 92 a 96 % y valores de e en el rango de 9x10-4 a 5x10-5.
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  Detección de PVV por RT-PCR


  Los cebadores diseñados (PVV-phu-F y PVV-phu-R) para la detección de PVV mediante RT-PCR convencional, fueron igualmente validados en el trabajo, al lograrse la amplificación de fragmentos del tamaño esperado (459 pb) en cinco de los grupos de muestras evaluadas y en el control positivo (Tabla 1). Las secuencias obtenidas para cuatro de los amplicones, confirmaron la identidad de dichas regiones como parte del gen CP de PVV, con niveles de identidad del 82-83 % (valores e=1x10-115 a 2x10-118, cobertura= 99 %) con respecto a diversos aislamientos de este virus cuyas secuencias se encuentran depositadas en las bases de datos moleculares (Ej. Accesiones gb: KC438301, KC438303, GU144345).


  Análisis filogenéticos


  Los análisis filogenéticos generados con las dos metodologías evaluadas en el estudio (NJ y ML) para las cinco secuencias de CP obtenidas a partir de RT-PCR convencional y NGS, generaron dendrogramas con topologías similares, por lo que sólo se presenta la descripción para el que utilizó NJ (Fig. 4). El dendrograma presentó una topología que separó los aislamientos de PVV (90 % bootstrap) de aquellos representando diferentes potyvirus utilizados como grupos externos de análisis. El clado de PVV se dividió a su vez en dos subgrupos principales y una rama independiente; subdivisiones éstas fuertemente soportadas por valores de bootstrap superiores a 99 %. El primer subclado presentó dos ramas principales, una mayoritaria que incluyó 12 cepas de PVV de Eurasia (Ej. Escocia, Holanda, Irán, etc.) y la otra con un sólo aislamiento del Perú (AJ516022). El segundo subclado incluyó todos los aislamientos de PVV obtenidos en la presente investigación sobre S. phureja en Colombia, con 100 % de soporte de bootstrap, así como el aislamiento PVV-Phureja. La rama independiente, se presentó entre ambos subclados y correspondió a un único aislamiento PA-4 procedente de la variedad Papa Amarillo y reportado en un análisis cuarentenario en EEUU (AY521595) (Shiel et al., 2004). Por otra parte, el análisis realizado con respecto a los grupos externos de referencia, indicó que PVV se presenta como un virus filogenéticamente más relacionado con ERV y PTV que con WPMV, BsMoV o PepYMV (Fig. 4). Las matrices de identidad obtenidas partir de estas secuencias de CP, confirmaron los resultados del análisis filogenético, al encontrarse que para las cepas de PVV obtenidas en S. phureja en Colombia, dichas secuencias fueron prácticamente idénticas (>99,7 %), mientras que tan sólo compartieron entre 82,8 y 84,7 % de identidad con respecto a cepas de PVV de otras procedencias geográficas y valores inferiores a 78,8 % con relación a la secuencias de otros potyvirus incluidos como referencias externas del trabajo (Fig. 4).
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  El análisis filogenético realizado con base en la secuencia completa del ORF que codifica para la poliproteína de PVV y otros potyvirus, presentó una topología similar a la encontrada para CP, al separar en dos subclados (100 % bootstrap) a la especie PVV; uno de ellos ocupado por las cepas procedentes de Eurasia y el otro por aquellas obtenidas en Colombia sobre S. phureja. Así mismo, el análisis con respecto a otros potyvirus de referencia, confirmó la validez taxonómica de PVV como una especie claramente diferenciada en el género Potyvirus (Fig. 5). Con base en estos análisis filogenéticos de secuencias de CP y de la poliproteína completa, sugerimos denominar el nuevo subclado identificado en este trabajo como el linaje filogenético Phureja de PVV (PVVPhu).
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  DISCUSIÓN


  A pesar de que PVV es uno de los virus que se reportan con altos niveles de incidencia en variedades locales de papa en países como Irán (32,9 % en S. tuberosum cv. Zardi) (Shamsadden-Saeed et al., 2014) y Costa Rica (37 % en S. tuberosum) (Vásquez et al., 2006), y a que ha sido declarado como virus cuarentenario para China, el principal productor de papa del mundo con cerca del 26,3% del área global destinada a este cultivo (Wang et al., 2011), son muy pocos los estudios en los que se han evaluado sus características genómicas y sus niveles de variación intraespecíficos. Esta situación se ve claramente reflejada por el reporte de tan sólo tres genomas completos de PVV en el mundo: DV42 de Escocia (Oruetxebarria et al., 2000), KER.LAL.P de Irán (Shamsadden-Saeed et al., 2014), y PVV-Phureja de Colombia (Gutiérrez et al., 2016). En este último estudio, se secuenció el transcriptoma de tejido foliar de una sola planta de S. phureja var. Criolla Colombia de La Unión (Antioquia) que presentaba síntomas de mosaicos suaves y se encontró que el genoma de PVV presentaba niveles de identidad del 83 % con respecto a los otros dos aislamientos secuenciados completamente; además, se hallaron diferencias de hasta el 5 % en la secuencia de aa de CP entre dicha cepa y otras de diferentes orígenes geográficos. Estos resultados, evidentemente señalaban la ocurrencia de niveles de variación no reportados previamente para esta especie viral y por tanto en el presente estudio se le dio continuidad a dicho reporte, pero en este caso secuenciando el transcriptoma de un grupo de muestras foliares de diferentes plantas de S. phureja, procedentes del mismo municipio de La Unión. Esta estrategia resultó exitosa, por cuanto se encontraron dos variantes principales de PVV (Var_A y Var_B) en dicha muestra compuesta; las que a pesar de presentar altos niveles de identidad (99,7 %), tuvieron 31 nucleótidos diferentes a lo largo de sus genomas de 9828 nt. La secuencia de la variante mayoritaria (Var_A, 78 %) se presentó como más cercana a la cepa PVV-Phureja, al sólo presentar cinco mutaciones puntuales con respecto a ésta, mientras que la variante B tuvo 28 mutaciones, tres de las cuales conducían a cambios putativos en la secuencia de aa de la poliproteína. Los análisis filogenéticos realizados tanto para la poliproteína completa como para el gen CP de PVV, confirmaron la ocurrencia de un subclado en esta especie viral ocupado exclusivamente por cepas de Colombia; dicho subgrupo comparte bajos niveles de identidad (de 82,8 a 84,7 %) con las demás cepas de PVV bajo análisis, incluyendo aquellas de Perú reportadas por Spetz et al., (2003). El hallazgo de este linaje genético de PVV, que se propone denominar en el presente estudio como PVVPhu, había sido inicialmente inferido por Gutiérrez et al. (2014), en el primer reporte formal de este virus en Colombia. En dicho trabajo, utilizando pirosecuenciación 454 GS-FLX del transcriptoma de tejido radicular de S. phureja, se detectó la presencia de PVV en el 6,5 % de los reads de CP allí obtenidos. Así mismo, con base en los análisis filogenéticos de dichas secuencias, se estableció la ubicación conjunta en un subclado de esta variante Colombiana de PVV con la cepa PA-4 reportada por Shiel et al., (2004) a partir de un material del cultivar Papa amarilla de S. tuberosum que presentaba síntomas de mosaico en una estación cuarentenaria de EEUU.


  Los estudios moleculares realizados recientemente con PVV en Colombia (Gutiérrez et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016, este estudio), y en Irán (Shamsadden-Saeed et al., 2014), donde se encontró un grupo de cepas infectando la variedad local Agria de S. tuberosum con <97,5 % de identidad en la secuencia de CP con respecto a los aislamientos reportados de este virus, amplían el panorama general sobre los niveles de variación intraespecífica de PVV en el mundo; que con excepción de los reportes de Spetz et al., (2003) en Perú, consideraban al genoma de este virus como altamente conservado (Oruetxebarria et al., 2000; Oruetxebarria et al., 2001; Mortensen et al., 2010). En dichos análisis filogenéticos se soporta la validez taxonómica de esta especie dentro del género Potyvirus (Inoue-Nagata et al., 2002; Spetz et al., 2003), situación que también fue evidente en el presente trabajo, donde todas las cepas de PVV conformaron un clado monofilético, siendo el ERV y PTV las especies de potyvirus más cercanas filogenéticamente.


  Esta información genómica no sólo resulta útil para resolver dudas sobre aspectos filogenéticos y taxonómicos en los virus, sino también que sirve de base para ajustar los métodos de diagnóstico. Así por ejemplo, el hallazgo de la antes referida variante PA-4 de EEUU, se derivó de un falso negativo luego de utilizar anticuerpos comerciales para PVV que no lograron detectar este virus en muestras sintomáticas de la variedad Papa amarilla, lo que posteriormente fue encontrado se debía a la ocurrencia de varios cambios en la secuencia de aa del extremo N-terminal de CP (Shiel et al., 2004), la región más antigénica de los potyvirus (Shukla et al., 1988). En forma similar, la identificación del linaje PVVPhu que se realizó en el presente trabajo, nos condujo al diseño de cebadores para lograr su detección específica, tanto en pruebas de RT-qPCR (PVV_phu_F y qPVV_phu_R ) como de RT-PCR convencional (PVV-phu-F y PVV-phu-R), confirmándose su utilidad práctica tanto a partir de muestras sintomáticas como asintomáticas de S. phureja. Estas pruebas moleculares se constituyen en un aporte para el apoyo a los programas de certificación de tubérculos-semilla en Colombia y otros países cultivadores de papa y una herramienta de utilidad para adelantar estudios de epidemiología y resistencia varietal a PVV en los agroecosistemas andinos. De esta forma, evaluaciones del rango de hospedantes, métodos de transmisión y niveles de incidencia de PVV en cultivos de S. phureja, resultarán fundamentales para establecer un programa de manejo integrado de esta enfermedad viral. Sobre este último aspecto, en el presente estudio utilizando pruebas de DAS-ELISA de la compañía Agdia, se detectó la infección de PVV en los cuatro lotes evaluados, aunque con un alto nivel de variación entre dichos cultivos (de 6,7 % a 86 %). Ya que esta es sólo una primera aproximación a la incidencia que presenta PVV en el país, de gran interés resultará en el futuro próximo, la ejecución de un estudio de incidencia que incluya un alto número de lotes de cultivo de las principales zonas productoras de papa (S. phureja y S. tuberosum) no sólo de Antioquia, sino de otros departamentos como Cundinamarca, Boyacá y Nariño, y que utilice además de pruebas serológicas, las técnicas moleculares aquí descritas; de manera que se ofrezca un mejor panorama sobre la distribución y los niveles de infección de este virus en los cultivos de papa del país; siendo fundamental evaluar sí la variante PVVPhu es exclusiva de S. phureja, o sí igualmente infecta variedades locales de S. tuberosum como Diacol-Capira, ICA-Puracé y Parda-Pastusa.


  CONCLUSIONES


  En este trabajo se secuenció completamente el genoma de dos variantes de PVV obtenidas de un grupo de muestras foliares de S. phureja con síntomas de mosaicos suaves, utilizando el sistema Illumina HiSeq 2000. Este genoma de 9828 nt codifica para un poliproteína de 3066 aa y presenta bajos niveles de identidad (82-83 %) con respecto a las dos secuencias completas disponibles en el mundo para este virus; así como alta homogeneidad con la cepa PVV-Phureja de Colombia, por lo que se propone denominar a este subgrupo de cepas como el linaje genético PVVPhu.


  Con base en los genomas secuenciados de PVVPhu, se diseñaron dos pares de cebadores útiles para su detección específica en pruebas de RT-qPCR y RT-PCR convencional. Estas pruebas ofrecen alternativas para el diagnóstico de este virus en laboratorios que disponen de termociclador en tiempo real y en aquellos que sólo cuentan con los equipos básicos de PCR; y además permitirán ampliar los estudios filogenéticos y de caracterización molecular de PVV en diferentes regiones productoras de papa de Colombia y de otros países.
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  RESUMEN


  En la actualidad no existe una herramienta que permita diferenciar pacientes con cáncer de próstata (CaP) de mal pronóstico de aquellos con enfermedad indolente que sólo requieren un seguimiento controlado de la enfermedad. Debido a la coexistencia de diferentes focos premalignos y malignos en el CaP, el entendimiento sobre el proceso de carcinogénesis requiere de un mejor conocimiento. Actualmente, la heterogeneidad morfológica en CaP es evaluada con la puntuación de Gleason, la cual está fuertemente relacionada con el pronóstico de la enfermedad, sin embargo, esto es insuficiente por lo que se trabaja actualmente en identificación de alteraciones moleculares que permitan identificar subtipos que puedan establecer de manera más precisa el pronóstico del paciente. Este estudio preliminar buscó la estandarización del método de cuantificación en muestras prostáticas de FFPE de la expresión de los transcritos de posibles biomarcadores, como los oncogenes SPINK-1 y EZH2, el supresor tumoral NKX3.1, en conjunto con la determinación de la presencia/ausencia del gen de fusión TMPRSS2:ERG, ya que estos transcritos se encuentran involucrados en aparentes eventos excluyentes de la evolución natural del CaP, que apoyan la posibilidad de una clasificación molecular para esta enfermedad.


  Palabras clave: expresión génica, neoplasia intraepitelial prostática, neoplasias de próstata, progresión de la enfermedad, puntuación de Gleason.

  


  ABSTRACT


  At present doesn't exist tool to differentiate patients with prostate cancer (PCa) of poor prognosis of those with indolent disease that only require a controlled monitoring of the disease. Because of the coexistence of different premalignant and malignant foci in CaP, the understanding of the carcinogenesis process requires a better understanding. Currently, the morphological heterogeneity in PCa is evaluated with Gleason score, which is closely related to the prognosis of the disease, but this is insufficient so it is currently to work on identifying molecular alterations to identify subtypes that can establish more precisely the patient's prognosis. This preliminary study aimed to standardization of the method of quantification in prostatic samples of FFPE of expression of transcripts of possible biomarkers, such as the oncogenes, SPINK-1 y EZH2, the tumour suppressor, NKX3.1, together with the determination of the presence/absence of gene fusion, TMPRSS2:ERG, being that these transcripts are involved in apparent exclusive events of the natural evolution of PCa, that support the possibility of a molecular classification for this disease.


  Keywords: disease progression, gene expression, Gleason score, prostate neoplasms, prostatic intraepithelial neoplasia.

  


  INTRODUCCIÓN


  De acuerdo al informe de la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés), a nivel mundial el cáncer de próstata (CaP) es el segundo tipo de cáncer con mayor incidencia y la quinta causa de muerte por cáncer en hombres. En Colombia, el CaP es el cáncer con mayor incidencia y la segunda causa de mortalidad por cáncer en hombres (IARC, 2012). En la práctica clínica se cuenta con herramientas para el seguimiento y pronóstico del CaP como la medición sérica de PSA, el sistema TNM de estadificación y el puntaje de Gleason; sin embargo, no existe una herramienta que permita diferenciar pacientes con CaP de mal pronóstico de aquellos que sólo requieren un seguimiento controlado de la enfermedad (IARC, 2012).


  La puntuación de Gleason es un sistema de clasificación para el CaP basado en el patrón histológico del tumor asociado a su grado de diferenciación celular. Debido a que el CaP se presenta de manera multifocal, con diferentes grados de diferenciación, el Gleason se define como la suma de los dos patrones más comunes (Epstein et al., 2005). Este sistema, debido a la heterogeneidad tanto histopatológica como molecular del tumor, es muy usado a nivel clínico pero no es suficiente para determinar el pronóstico de esta enfermedad.


  En el CaP, como en otros tipos de cánceres, se estudian marcadores moleculares que permitan establecer subtipos que contribuyan a predecir la progresión de la enfermedad (Lapointe et al., 2007; Mehra et al., 2007; Tomlins et al., 2007; Alumkal et al., 2012; Barbieri et al., 2012; Börno et al., 2012). En este ámbito, se ha estudiado el papel de posibles biomarcadores como el supresor tumoral NKX3.1, el gen de fusión TMPRSS2:ERG y los oncogenes, SPINK-1 y EZH2, en aparentes eventos excluyentes en la evolución de la enfermedad, que podrían estar representando eventos tempranos y divergentes que podrían direccionar el curso de la enfermedad (Barbieri et al., 2012).


  La pérdida de expresión de NKX3.1 y el incremento de la expresión de EZH2 se han asociado con CaP de mal pronóstico (Bowen et al., 2000;Varambally et al., 2002; Gurel et al., 2010). En la mayoría de los CaP se han identificado fusiones recurrentes entre el gen regulado por andrógenos, TMPRSS2 y los genes que codifican para factores de transcripción de la familia ETS, principalmente ERG. Las fusiones TMPRSS2-ERG que conducen a una sobreexpresión de ERG, están presentes en 50 % de los casos y se consideran un evento temprano en la carcinogénesis, presente en una proporción de las lesiones preneoplásicas denominadas Neoplasia Intraepitelial Prostática de Alto Grado (HGPIN por sus siglas en inglés) (Attard et al., 2008; Park et al., 2010). El inhibidor de serina peptidasa, Kazal tipo 1 (SPINK1) es una proteína secretada que se sobreexpresa específicamente en un subconjunto de cánceres con ausencia de la fusiones TMPRSS2-ERG (Paju et al., 2007; Tomlins et al., 2008; Leinonen et al., 2010; Leinonen et al., 2013; Lippolis et al., 2013) y se asocia con una disminución de la supervivencia (Ateeq et al., 2011).


  Bajo este panorama, este estudio busco estandarizar los protocolos para detectar el nivel de expresión de los genes NKX3.1 y EZH2, e identificar la presencia de fusiones cromosómicas TMPRSS2-ERG en muestras de tejido fresco congelado y tejido fijado en formalina y embebido en parafina (FFPE) de CaP, que permitan realizar estudios futuros, con el fin de evaluar su potencial clínico en el pronóstico de esta enfermedad.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Muestras


  Tejido fresco congelado


  Se obtuvieron muestras de tejido fresco congelado conservado a -70 °C en gel Tissue-Tek (Ted Pella Inc., USA/ Canadá) provenientes de prostatectomías radicales de dos pacientes diferentes con diagnóstico de CaP que comprometen entre el 2-3 % del material procesado, con puntuación de Gleason 3+3, del Banco Nacional de Tumores Terry Fox (BNTTF) del Instituto Nacional de Cancerología de Colombia.


  Tejidos fijados en formol y embebidos en parafina (FFPE por sus siglas en inglés)


  Las muestras FFPE asociadas a diferentes etapas de progresión del CaP de un mismo paciente fueron tomadas de las obtenidas en el proyecto: "Exploración de potenciales biomarcadores predictores del pronóstico en pacientes con diagnóstico de Cáncer de Próstata (CaP)", del cual este proyecto forma parte y que cuenta con la aprobación del Comité de Ética e Investigaciones del Instituto Nacional de Cancerología (INC).


  De este mismo paciente se obtuvieron cuatro muestras de tejido: dos focos tumorales del Gleason 3 y un foco del Gleason 4, tejido con presencia de HGPIN y tejido normal con hiperplasia prostática benigna (HPB), definidos según criterio del patólogo con base a criterios unificados, para la posterior extracción de RNA y sus respectivos análisis.


  Línea celular PC3


  Esta línea celular fue derivada de CaP independiente de andrógenos, es negativa para las fusiones y expresa de EZH2, por lo cual se empleó como control negativo durante la estandarización (Mertz et al., 2007; Börno et al., 2012; Shin y Kim, 2012). Esta línea fue amablemente cedida por el profesor Fabio Aristizábal de la Universidad Nacional de Colombia. Las condiciones de cultivo fueron 5 % de CO2 a 37 °C, en medio DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium) suplementado con 10 % de suero fetal bovino y un coctel del 1 % compuesto de penicilina, estreptomicina y anfotericina B.


  Extracción y cuantificación de ácidos nucleicos


  La extracción RNA se realizó a partir de 4 mg de tejido fresco y 200 μL de sangre total, utilizando el estuche comercial MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification (Epicentre, Madison, EUA). Para las muestras de tejido FFPE, este procedimiento se realizó a partir de siete punch de las zonas seleccionadas por microdisección y se empleó el estuche RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation (Ambion, Life Technologies, CA, EUA). En el caso de la línea celular, la extracción del RNA se hizo a partir de 1x106 células empleando el estuche comercial SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Para todas las extracciones se tomaron en cuenta las especificaciones de los productores. Posteriormente, mediante el uso del fluorómetro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) se determinó la cantidad de los ácidos nucleicos.


  Retrotranscripción y amplificación (RT-PCR)


  A partir del RNA extraído se llevó a cabo una RT-PCR en un solo paso con el uso del estuche comercial modificado KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Kapa biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA), en un termociclador PTC-200 PCR System (MJ Research, Reno, Nevada, EUA), empleando los iniciadores descritos en la Tabla 1, para las fusiones 1 y 2 de TMPRSS2:ERG, EZH2, NKX3.1, SPINK-1. Se utilizaron 10μl de KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X), 0,4μl de KAPA RT Mix (50X), 2μl de cada par de iniciadores, 4μl de muestra de RNA (1ng/μl) y 1,6μl de agua libre de nucleasas para la RT-PCR. Las condiciones térmicas empleadas fueron las establecidas por los proveedores, con excepción de la temperatura de alineamiento para cada transcrito (Tabla 1).


  [image: ]


  Los diferentes amplímeros fueron verificados en geles de agarosa al 2,5 % con bromuro de etidio, excepto para la fusión 2 que se corrió en un gel de agarosa al 1 %. La determinación de la presencia/ausencia de las fusiones TMPRSS2:ERG fue realizada por la visualización de los amplímeros correspondientes en el gel. Como genes de expresión constitutiva se usaron UBC y GAPDH.


  Elaboración de las curvas estándar para análisis de la expresión génica de EZH2, NKX3.1, SPINK-1, UBC y GAPDH, por medio de qRT-PCR


  Para la construcción de los estándares, se utilizó el cDNA amplificado con RT-PCR de la línea PC3, para EZH2, UBC y GAPDH, el cDNA de sangre para SPINK-1 y con cDNA de tejido normal de próstata para NKX3.1., purificado mediante el estuche comercial Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) y se cuantificó mediante el uso del fluorómetro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA).


  El cálculo del número de copias del stock de cDNA se realizó con la calculadora online de URI-Genomics and Sequencing-Center, 2004 (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).


  Para la curva de calibración se realizaron siete disoluciones seriadas a partir del stock de cDNA (Applied-Biosystems, 2003; Mohamed et al., 2004; Wacker y Godard, 2005; Al-Shanti et al., 2009; Wen et al., 2010). Todas las curvas comprenden un rango variable comprendidoentre 1,00E7a 1,00E1 de número de copias/μL, buscando obtener una eficiencia < 3 y un error <0,2. Se utilizaron las mismas condiciones estandarizadas para la RT-PCR, usando el termociclador LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche, Basilea, Suiza), omitiendo el paso de activación de la retrotranscriptasa, ya que en este caso se estaba partiendo de cDNA.


  Las muestras fueron analizadas en duplicado. El cálculo de la eficiencia, según el método utilizado en este estudio, a partir de la pendiente de la curva de calibración se da de acuerdo con la ecuación: E = 10 [-1/pendiente].


  Cuantificación de la expresión génica de EZH2, NKX3.1, SPINK-1, por medio de qRT-PCR.


  Finalmente, con las curvas estándar de EZH2, SPINK-1, NKX3.1 y UBC se cuantificaron los niveles de expresión de estos transcritos, por duplicado, empleando una concentración de RNA de 2ng/μL. Se realizó cuantificación absoluta y a partir de esta se realizó la cuantificación relativa normalizando por el método de Pffalf (Pfaffl, 2001), el cual utiliza la siguiente ecuación:
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  [Normalización básica, sin uso de calibrador]. Donde E corresponde a la Eficiencia de la RT-PCR, Ref es el gen de referencia, Targ es el gen blanco y el Calibrador es el tejido sano.


  RESULTADOS


  Estandarización de la RT-PCR para analizar la presencia de las fusiones cromosómicas TMPRRS2:ERG


  Inicialmente se evaluó la presencia de diferentes variantes transcripcionales de la fusión TMPRSS2:ERG, según el protocolo de Tomlins et al., (2005) (Tabla 1), en dos muestras de RNA extraído de tejido congelado realizando una RT-PCR con una concentración de iniciadores de 200 nM y una temperatura de anillamiento (Ta) de 60 °C. Cómo se observa en la Fig. 1A, las dos muestras fueron positivas para la fusión 2 (banda de 591 o 595 pb) y la muestra 2 fue positiva para la fusión 1 (banda de 125 pb), por lo que se tomó esta muestra como control positivo y la línea celular PC3 como el control negativo en la estandarización de la RT-PCR para la detección de dichas fusiones.
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  Debido a la presencia de múltiples bandas en la RT-PCR de las dos fusiones se realizaron variaciones en la Ta, entre 57 °C y 62 °C, y probando diferentes concentraciones de los iniciadores (50, 100 y 150 nM). Para la fusión 1, 61 °C y 100 nM son las condiciones óptimas para realizar su detección por RT-PCR (Fig. 1B).


  Para la fusión 2 se ensayó un rango de Ta entre 62 y 68 °C y una concentración de iniciadores de 100 a 200 nM. Se encontró que la mejor amplificación se dio a una Ta de 65,5 °C y una concentración de iniciadores de 150 nM, aunque persisten las bandas de mayor tamaño (Fig 1C).


  Con las condiciones determinadas en el tejido fresco se analizaron las muestras FFPE en las diferentes etapas de progresión de CaP (Figs. 2A y 2B). Aunque para la fusión 2 persisten algunas inespecificidades, al visualizar los resultados en un gel de agarosa al 1 % se pudo definir correctamente la banda obtenida en el control positivo. La adecuada extracción de RNA de todas las muestras fue confirmada por la expresión de los genes constitutivos UBC y GAPDH (Fig. 2C). Las muestras analizadas fueron negativas para dichas fusiones.
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  Estandarización de qRT-PCR para analizar expresión de EZH2, SPINK-1 y NKX3.1


  Se confirmó como ya se había mencionado, que PC3 expresa EZH2, y con el amplímero purificado de EZH2 y UBC, se realizaron las respectivas curvas de calibración. Debido a que la curva de fusión para EZH2 mostraba inespecificidades, se procedió a estandarizar la Ta, que inicialmente había sido de 60 °C, en un rango entre 60,9 °C y 70 °C, determinando que la mejor Ta para EZH2 es de 63 °C (Fig. 3A).
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  Con las condiciones iniciales, de 60 °C y 200 nM de iniciadores, para la RT-PCR de SPINK-1 y NKX3.1 se obtiene el producto esperado (Tabla 1). El RNA de sangre de un control y el de tejido de CaP son un buen control positivo para SPINK-1 y tan solo el RNA de tejido de próstata normal es un buen control positivo para NKX3.1, ya que en la de sangre del control se obtiene una banda de más de 1000 pb, que puede corresponder a contaminación genómica (Fig. 3B).


  Con los amplímeros obtenidos se procedió a elaborar las respectivas curvas de calibración para qRT-PCR para los diferentes genes (Fig. 4). Para todos los casos se verificó la especificidad de las amplificaciones por qRT-PCR mediante la interpretación de las curvas de fusión.
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  Se realizó una cuantificación absoluta a partir de las curvas estándar del RNA de las mismas muestras a las cuales se les analizo el estado de fusión de TMPRSS2:ERG, las cuales fueron homogenizadas a una concentración final de 2ng/μL, y con los resultados de ésta cuantificación se obtuvieron los siguientes resultados para cuantificación relativa, usando el gen de referencia UBC (Tabla 2). En general, los datos muestran que en comparación con el tejido sano los niveles de EZH2 incrementan su expresión en todos los focos preneoplásicos y neoplásicos, mientras que la expresión de NKX3.1 y la de SPINK-1 incrementan su expresión en el foco preneoplásico pero disminuyen en los focos con CaP.
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  DISCUSIÓN


  Clasificar los CaP de acuerdo a las alteraciones moleculares ayudaría a comprender la gran variabilidad de la enfermedad e identificar subtipos asociados con el riesgo (alto o bajo). El interés de trabajar con los biomarcadores planteados en este estudio proviene de la posible relación entre ellos en el desarrollo biológico de la enfermedad, postulada por algunos autores. Un estudio reciente ha demostrado que los altos niveles de ERG, resultantes de la fusión de TMPRSS2-ERG, reprimen la actividad de NKX3.1, un gen considerado como supresor tumoral, y plantea la posibilidad de un circuito de retro-alimentación en el CaP (Thangapazham et al., 2014). ERG reprime a NKX3.1 directamente mediante la unión a su promotor e indirectamente a través de la inducción de la EZH2, puesto que éste es un factor clave en el silenciamiento transcripcional del NKX3.1 (Kunderfranco et al., 2010).


  En cuanto a SPINK-1, varios estudios han sugerido que sus niveles de mRNA se asocian a un subtipo agresivo asociado a recurrencia bioquímica con ausencia de TMPRSS2-ERG (Paju et al., 2007; Tomlins et al., 2008; Jhavar et al., 2009; Leinonen et al., 2010; Grupp et al., 2013; Leinonen et al., 2013; Lippolis et al., 2013), pero otros trabajos afirman que no hay relación (Grupp et al., 2013; Lippolis et al., 2013; Flavin et al., 2014). Este tipo de resultados resalta la importancia de realizar más estudios que logren determinar la utilidad clínica de estos biomarcadores.


  En este estudio se estandarizó la técnica de RT-PCR para la identificación de la presencia/ausencia de las de fusión TMPRSS2:ERG según lo descrito en la Tabla 1. Aunque la técnica de FISH es la prueba de oro para la detección de las fusiones TMPRSS2-ERG, su uso tiene limitaciones. El FISH es costoso y dispendioso (Han et al., 2008; Pflueger et al., 2009), mientras que la RT-PCR ofrece algunas ventajas como un menor costo y su capacidad de discriminar diferentes variantes del gen de fusión TMPRSS2-ERG. Sin embargo, debido a su alta sensibilidad y la contaminación cruzada, la RT-PCR en ocasiones, puede dar resultados falsos positivos. Por lo tanto, RT-PCR es una técnica interesante como potencial complemento de FISH (Fernández-Serra et al., 2013).


  Se encontró que las muestras FFPE podrían ser usadas para realizar estas pruebas de manera retrospectiva y realizar análisis sobre pronóstico. Aunque en el estudio de Tomlins et al., (2005), se utilizó el gen GAPDH para determinar de manera indirecta la cantidad e integridad del RNA y en este estudio además del GAPDH se utilizó el UBC, ambos asociados a estudios de CaP (Mori et al., 2008; Rose et al., 2005); el tamaño del amplímero de estos dos genes (87 y 133 pb, respectivamente) es inferior al esperado en la fusión 2, lo cual hace necesaria la confirmación de los casos negativos empleando un gen de referencia de mayor tamaño que demostrara que el RNA no está degradado.


  Las diferentes bandas obtenidas de la amplificación de la fusión 2 (Fig. 1A y 1C; Fig. 2B), podrían corresponder con algunas de las ocho variantes detectadas por Wang et al., (2006) con el mismo par de iniciadores. El estudio de Tu et al., (2007), sugiere a partir de sus resultados y de la literatura (Clark et al., 2007; Yoshimoto et al., 2006), que las variantes: TMPRSS2 (exón 1)-ERG (exón 4) y TMPRSS2 (exón 1/2)-ERG (exón 5), coexisten en la mayoría de los casos, lo cual concuerda con lo encontrado en este estudio.


  Debido a la multifocalidad del CaP, no es sencillo establecer subtipos moleculares ya que diferentes focos de un mismo paciente podrían presentar diferentes subtipos. Estudios anteriores han encontrado resultados discordantes, entre un 40 % a 50 %, con respecto a la presencia de la fusión TMPRSS2-ERG por FISH en diferentes focos de un mismo paciente, pero dentro de cualquiera foco el estado de este gen de fusión es homogéneo (Bastacky et al., 1995; Arora et al., 2004; Barry et al., 2007; Guo et al., 2009). Desde este enfoque, en este estudio es destacable el hecho que se hayan encontrado diferencias de expresión para EZH2 y NKX3.1 entre los dos focos de Gl 3, pero correspondencia entre un foco de Gl3 y el foco del Gl 4, lo cual sugiere una evolución molecular diferente en los distintos focos.


  CONCLUSIONES


  Este estudio contribuye a la implementación de metodologías para el estudio de la heterogeneidad del CaP y su aplicación clínica, para la discriminación entre los CaP indolentes y los agresivos mediante marcadores moleculares relacionados. Estos resultados son preliminares y se requiere de un estudio con un número significativo de pacientes con CaP para poder determinar la expresión de estos genes en el proceso de carcinogénesis.
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  RESUMEN


  La entomología forense es una disciplina que utiliza insectos para obtener información útil en la determinación del intervalo postmortem (IPM). Las moscas de la familia Calliphoridae son muy utilizadas en entomología forense, sin embargo, su identificación a nivel de especie puede dificultarse cuando el individuo se encuentra incompleto o en estadio inmaduro. En el presente trabajo, se evaluó el potencial de la región ITS2 del genoma nuclear para la identificación de especies de Calliphoridae en Colombia utilizando tres aproximaciones: comparando distancias genéticas utilizando la metodología de códigos de barra, haciendo una reconstrucción filogenética, y con enzimas de restricción (PCR-RFLPs). Se secuenciaron un total de 520 pb en 44 individuos pertenecientes a 16 especies. Se calcularon los valores de distancia intraespecífica e interespecíficas utilizando el modelo K2P. Los valores de distancia intraespecífica oscilaron entre 0 y 0,252 %, mientras que las distancias interespecíficas fluctuaron entre 3,6 y 18,9 %, evidenciándose que esta técnica puede ser utilizada como código de barras genético en la identificación de especies de la familia Calliphoridae. Tanto en los análisis de Neighbour-Joining como en los análisis bayesianos el 90 % de los géneros presentan una monofilia sustentada en probabilidad posterior de 0,89 a 1. En todos los casos la especie Blepharicnema splendens agrupa con el género Lucilia. Con base en las secuencias obtenidas se utilizó la aplicación NEBCutter para identificar cuatro enzimas de restricción las cuales se probaron en el laboratorio y se comprobó su utilidad para la identificación rápida de especies de Calliphoridae en Colombia.


  Palabras clave: códigos de barra genéticos, enzimas de restricción, intervalo post-mortem, genoma nuclear.

  


  ABSTRACT


  Forensic entomology is a discipline that uses insects to obtain useful information for the determination of the postmortem interval (PMI). Flies of the family Calliphoridae are extensively used for this purpose, however, the identification of these flies can be difficult when the individual is not an adult or when it is incomplete. In the present work, we tested the utility of the ITS2 region of the nuclear genome for the identification of Calliphoridae species in Colombia using three approaches: comparing genetic distances using the barcoding methodology, with a phylogenetic reconstruction, and with PCR-RFLPs. We sequenced 520 bp in 44 individuals belonging to 16 species of califorids. Intraspecific and interspecific distance values were calculated using the K2P model. The intraspecific distance values ranged between 0 and 0.252 %, while the interspecific distance values ranged between 3.6 and 18.9 %, indicating that this gene can be used as a genetic barcode for the identification of species of the Calliphoridae family. Both the Neighbour-Joining and Bayesian analyses recovered 90 % of the genera as monophyletic, with pp values between 0.89 and 1. Blepharicnema splendens was always recovered within the Lucilia genera. Based on the obtained sequences we used the NEBCutter application to identify four restriction enzymes that cut in a differential way and generated useful patterns for the identification of the species. The enzymes were successfully tested and confirmed the utility of this technique as a fast way to identify species of Calliphoridae in Colombia.


  Keywords: nuclear genome, phylogeny, post-mortem interval, restriction enzymes.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los Diptera de las familias Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae se asocian a los olores de la descomposición cadavérica, y debido a su capacidad de vuelo, a menudo se encuentran entre los primeros organismos en llegar a un cadáver, constituyéndose en el principal grupo de insectos hallados en escenas de crimen (Byrd y Castner, 2001). Su ciclo de vida y el ensamblaje de sus comunidades aportan datos valiosos para el esclarecimiento de los casos forenses, debido a que son utilizados como indicadores o herramientas al momento de determinar el intervalo postmortem (IPM) (Wolff et al., 2001; Amat, 2009). Las moscas Calliphoridae pueden llegar en minutos a un cadáver e inmediatamente iniciar el proceso de ovoposición en orificios naturales, como la nariz, las orejas, la boca, los ojos, el ano, los genitales, y sitios de trauma (Kulshrestha y Chandra, 1987; Turner, 1987).


  Esta familia está representada con alrededor de 1000 especies en el mundo, de las cuales aproximadamente 120 se encuentran en el Neotrópico, distribuidas en las cinco subfamilias: Calliphorinae, Lucilinae, Chrysomyinae, Melanomyinae y Mesembrinellinae, cuatro de ellas presentes en Colombia (Pape et al., 2004; Mavárez-Cardozo et al., 2005) con cerca de 40 especies (Kosmann et al., 2013), 15 con registros de interés forense (Yusseff, 2006; Amat, 2009; Flórez y Wolff, 2009).


  Sin embargo, los califóridos se han estudiado poco en el país, muchos registros se restringen a las localidades tipo o a ejemplares recolectados y estudiados por especialistas extranjeros y depositados en sus colecciones (Amat, 2009). Pese a que la entomología forense ya es una herramienta legal en Colombia (Código de Procesamiento Penal, 2004), se presenta una gran dificultad en la identificación de las especies en sus estadios inmaduros, ya que aunque existen algunas claves, se requiere su cría hasta que son adultos para la confirmación de las especies, lo que implica mucho tiempo y además, se requiere que las larvas se colecten vivas y se mantengan en condiciones adecuadas para su desarrollo (Ames et al., 2006).


  Es por esto, que la utilización de las herramientas moleculares en casos forenses, ha tomado un gran impulso e importancia, ya que son un método efectivo para la identificación de especies a partir del uso de regiones nucleares como lo es la región ITS2 y regiones mitocondriales como el gen COI, así como también el gen citcromo B (Cytb) (Nelson et al., 2007; Nelson et al., 2008; Giraldo et al., 2011; GilArriorta et al., 2013).


  La evidencia creciente sugiere que la región ITS2 rDNA es un buen marcador filogenético a nivel de especie y/o género, siendo una región relativamente corta, con alto contenido de información (Coleman, 2003). Además, esta región ya ha sido utilizada para la discriminación entre especies, siendo considerada una región potencial para ser usada como código de barra genético por sus características que incluyen, la disponibilidad de regiones conservadas para diseñar primers específicos, su facilidad de amplificación y porque presenta variabilidad suficiente incluso para distinguir especies relacionadas o cercanas (Nelson et al., 2008; Song et al., 2008; Meiklejohn et al., 2011).


  Con base en lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el uso del biomarcador ITS2 para la identificación de Calliphoridae de importancia forense en Colombia utilizando la metodología de análisis propuesta para códigos de barra, a través de una aproximación filogenética y aplicando enzimas de restricción (PCR-RFLP).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Muestras


  Las muestras utilizadas en este trabajo son descritas por Solano et al., (2013) y fueron colectadas en diferentes altitudes en Colombia para abarcar idealmente la mayor diversidad de especies (Fig. 1).
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  Extracción de ADN


  La extracción se realizó a partir de fragmentos de tejido muscular removido de la zona torácica de cada mosca (Stevens y Wall, 2001; Ball et al., 2005). Se utilizó el kit QIAGEN (DNeasy Blood & Tissue Kit, 250), siguiendo el protocolo del fabricante (DNesay Bloody & TissueHandbook de Qiagen). La verificación de la extracción de ADN y su calidad se comprobaron por medio de un gel de agarosa de 2 % con una tinción de GelRed (Biotium).


  Amplificación y secuenciación


  Para la amplificación del gen ITS2 del genoma nuclear se utilizaron los primers usados por Ratcliffe et al., (2003) y Nelson et al., (2008) cuya secuencia es 52R (5'-GTTAACTTTCTTTTCCTCCCCT-3') y L1 (5'-RRCGGTGGATCACTCGGCTC-3'). Para las reacciones de PCR se utilizaron 2 μl de ADN extraído en reacciones de 25 μL, usando concentraciones finales de cada reactivo de la siguiente manera: 0,1 U/mL de Taq Polimerasa (0,5 μL de Taq Polimerasa 5U/mL; abm), 3,5 mM de MgCl2 (3,5 μL de MgCL2 a 25mM; abm), 1X de Buffer PCR (No MgCl2; 2,5 μL de Buffer PCR a 10X; abm), 0,25mM de DNTP's (0,65μL de dNTP's a 10mM; Bioline), 0,4mM de cada primer (1μL de cada primer a 10mM) y se completó con agua destilada previamente autoclavada, hasta alcanzar 25 μL de reacción de PCR.


  Los ciclos de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo sugerido por Nelson et al., (2008) modificado, con una temperatura inicial de desnaturalización de 94 °C durante dos minutos, seguido de 30 ciclos con los siguientes parámetros: 30 segundos a 94 °C, 35 segundos a 56,1 °C y un minuto a 72 °C, seguido por un paso de extensión final a 72 °C por cinco minutos.


  Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % teñidos con GelRed (Biotium). Seguido de la amplificación se realizó la purificación de las muestras usando el kit de ácidos nucleicos y proteínas MACHEREY-NAGEL (NucleoSpin® Extract II), aplicando el protocolo del proveedor. El producto purificado fue secuenciado en la empresa MACROGEN (Korea).


  Análisis de las secuencias


  Las secuencias obtenidas, fueron verificadas mediante la herramienta BLAST de NCBI y posteriormente fueron editadas manualmente utilizando los programas BioEdit (v. 7.0.9.0) (Hall, 1999) y MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Se hicieron alineamientos utilizando el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994), bajo los parámetros de 30 en la apertura de gaps al inicio, y 15 de extensión de los mismos. Para evaluar la utilizad de la región ITS2 en la identificación molecular de las muestras se hicieron tres análisis: un análisis de distancias genéticas como lo sugiere la metodología de código de barras (Hebert et al., 2003), una aproximación filogenética utilizando métodos bayesianos y una digestión con enzimas de restricción (RFLPs).


  Análisis de distancia


  Los análisis de distancia genética entre las secuencias se realizaron a través del programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) a partir del modelo de distancia Kimura 2 parámetros (K2P) (Kimura, 1980), con un bootstrap de 1000 réplicas. Con base en esto, se realizó un análisis de distancia Neighbour-Joining (NJ), el cual representa gráficamente las relaciones y patrones de distancia genética entre las especies; se realizó el análisis polimórfico a través del programa DnaSP 5.0 (Librado y Rozas, 2009), donde se calculó la diversidad haplotípica nucleotídica y los sitios segregantes.


  Reconstrucción filogenética


  Se hicieron análisis bayesianos con MrBayes 3.2.3 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), a partir del modelo de sustitución de nucleótidos de tiempo generacional con distribución Gamma (GTR+G; lnL=6303.610; K=9; AIC=12625.2217) que fue previamente provisionado por MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). Se designó a Sarcophagidae sp. como grupo externo en todos los análisis.


  Digestión de las enzimas de restricción en ITS2


  Usando el programa BioEdit (Hall, 1999), los datos de las secuencias de ITS2 fueron evaluados y analizados para encontrar la presencia de sitios de restricción únicos que fueron usados para el análisis de PCR-RFLP. Las enzimas de restricción aplicadas son las sugeridas por Nelson (2008) y Roberts et al., (2003), evaluadas por la aplicación NEBCutter.


  Los productos de PCR de la región ITS2 fueron digeridos por separado con la enzima de restricción DraI (TTT|AAA), AseI (ATˆTA_AT), FatI (^CATG_), LpnPI (CCDGNNNNNNNNNN^NNNN_) (New England Biolabs). Se usaron 15 μL de producto de PCR, el cual fue digerido por 1 - 1,5 h a una temperatura de 37° a 55 °C dependiendo de la enzima de restricción, con un total de 3μL de cada enzima. Los productos de la digestión fueron verificados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % teñidos con GelRed (Biotium).


  RESULTADOS


  Características de las secuencias


  Las secuencias editadas presentaron un total de 520 nucleótidos, se obtuvieron 44 secuencias de las 16 especies de califóridos estudiados. Todas las secuencias se encuentran disponibles en la base del GenBank (con códigos de acceso KP723289-KP723332 (Tabla 1).Se encontró que la composición nucleotídica promedio fue de T= 36,3 %, C= 12,6 %, A=36,0 % y G=15,2 %. La frecuencia de las transiciones (31,29 %) fueron menores a las transversiones (68,72 %).
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  A través del programa Dna SP 5.0 (Librado y Rozas, 2009) se encontró que las 44 secuencias presentan un total de 208 sitios segregantes, haplotipos (h=25), diversidad haplotípica (h)=0,956 y nucleotídica (Pi)=0,23773.


  Distancias Genéticas


  Los valores de distancia interespecíficas de ITS2 variaron de 3,6 % (L. sericata y L. cuprina), a 18,9 % entre (L. cuprina y L. eximia). Los valores de distancias entre géneros varíaron entre 10,5 % entre (L. purpuranscens y B. splendens) y 39,7 % entre (L. eximia y M. patriciaea) (Tabla. 2).
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  La distancia intraespecífica se calculó partiendo de que las secuencias analizadas tienen más de un individuo por especie secuenciado (n≥2), dando como resultado un promedio de 4,6 % (Tabla. 3), presentando variaciones entre 0 % (SE: 0; C. nigribasis, L. cuprina, L. purpurascens, L. sericata, M. patriciae y P. fulvinota donde la distancia intraespecífica es igual a 0) y un máximo de 11,1 % (C. macellaria).
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  Análisis de distancia Neighbour - Joining (NJ)


  Se lograron evidenciar cuatro grupos correspondientes a las subfamilias Lucilinae, Chrysomyinae, Mesembrinellinae y Calliphorinae (Fig. 4). El primer grupo correspondió a la agrupación de las especies del el género Lucilia, pertenecientes a la subfamilia Lucillinae, el primer grupo sustentado con niveles de bootstrap del 99 % comprende a las especies L. eximia y L. purpurascens, y el segundo grupo compuesto por las especies L. cuprina y L. sericata sustentado con niveles de bootstrap del 99 %, sin embargo este último se encuentra asociado a la especie B. splendens (perteneciente a la subfamilia Calliphorinae) respaldado en un 93 % de niveles de bootstrap.
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  Un segundo grupo estuvo compuesto por la subfamilia Chrysomyinae sustentada en niveles de bootstrap de la siguiente manera: Chloroprocta (73 %), Hemilucilia (99 %), Paralucilia (87 %), Compsomyiops (99 %), Cochliomyia (98 %) y Chrysomya (98 %).


  El tercer grupo compuesto por los géneros Huascaromusca (94 %) y Mesembrinella (99 %) los cuales pertenecen a la subfamilia Mesembrinellinae (Kosmann et al., 2013; Solano et al. 2013).


  El cuarto grupo conformado por el género Calliphora respaldado por niveles de bootstrap del 99 % y pertenecientes a la subfamilia Calliphorinae (Kosmann et al., 2013).


  Análisis Bayesiano


  Se realizó un análisis bayesiano (Fig. 5), a partir del modelo GTR+G, el cual fue provisionado por MrModeltest 2.3. El análisis arrojo una parafilia en la subfamilia Lucilinae, sustentada en 0,99 de probabilidad posterior (p.p.), nuevamente se observa la asociación de B. splendens a la subfamilia Lucilinae.
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  Para la subfamilia Chrysomyinae de carácter polifilético en este estudio, se observa la completa monofilia sustentada en la p.p. de los géneros Chrysomya (0,96), Chloroprocta (1), Compsomyiops (0,98) Paralucilia (0,98) y Hemilucilia (1) (Nelson et al., 2007; Nelson et al., 2008; Marinho et al., 2012; Solano et al., 2013), mientras que el género Cochcliomyia es de carácter parafilético con una p.p. de 0,81.


  Por último tenemos a la subfamilia Mesembrinellinae de carácter monofilético (Marinho et al., 2012) con una p.p. del 0,77; y al género Calliphora de carácter monofilético respaldado con una p.p. igual a 1 perteneciente a la subfamilia Calliphorinae.


  Análisis de restricción y digestión con la enzima DraI


  Para las especies C. idiodea, L. purpurascens, L. cuprina, L. sericata y P. fulvinota, se obtuvieron tres sitios de restricción usando la enzima DraI, mientras que en C. albiceps, C. hominivorax, C. macellaria y H. semidiaphana se encontraron dos sitios de restricción (Fig. 2).


  Digestión con las enzimas FatI, AseI y LpnPI


  Al utilizar la enzima FatI se obtuvieron tres sitios de corte en las especies C. nigribasis, L. eximia y Huascaromusca sp. Utilizando la enzima AseI se identificaron tres sitios de corte para las especies B. splendens, L. sericata, M. patriciae y L. cuprina; por último tenemos a la enzima LpnPI, la cual presenta sitios de corte en las siguientes especies, dos cortes para C. megacephala, C. hominivorax, C. nigribasis y C. verena, y tres cortes para L. sericata, L. purpurascens, y L. cuprina. Hay que destacar que cada una de las enzimas anteriores no comparte el mismo sitio de restricción que la enzima DraI. A partir de estos resultados se propuso un protocolo rápido de identificación de especies de califóridos de importancia forense en Colombia utilizando la técnica PCR-RFLPs (Fig. 3).


  DISCUSIÓN


  La metodología de códigos de barra genéticos originalmente propuesta por Hebert et al., (2003), emplea un fragmento del gen Citocromo Oxidasa I (COI) de aproximadamente 650 pb para discriminar entre especies. Este método ha sido aplicado exitosamente en varios estudios taxonómicos en diferentes grupos del orden Diptera (e.g. Renaud et al., 2012; Conflitti et al. 2013; Chukwunonso et al., 2013) y también ha sido utililzado para identificar especies de califóridos en diferentes países (e.g. Nelson et al., 2007; Jordaens et al., 2013) y en Colombia tanto con COI como con CytB (Giraldo et al., 2011; Solano et al., 2013).


  Sin embargo algunos estudios sugieren que a pesar de que la región COI es sin duda de gran utilidad para la identificación de especies de importancia forense, no todas las especies se pueden identificar adecuadamente con este marcador(Wells y Williams, 2007; Harvey et al., 2008; Boehme et al., 2012). Por esta razón, otros genes (o fragmentos de genes), como la región ITS2, también han sido postulados como buenos marcadores (Nelson et al., 2008; Song et al., 2008).


  En la aplicación de la herramienta de códigos de barra es necesario la implementación de los análisis de divergencia genética entre las especies, es decir, distancias intra e interespecíficas, en donde el valor inferior de la distancia interespecíficas se mantiene alejado del valor superior de la distancia intraespecífica, para evitar un solapamiento entre estos parámetros (Meyer y Paulay, 2005). Para la región ITS2 se ha reportado que la variación interespecíficas es considerablemente mayor que la intraespecífica (Navajas et al., 1998; Roe y Sperling, 2007; Nelson et al., 2008).


  En este trabajo, el valor promedio de las distancias intraespecífica reportadas fue de 2,9 %, y el valor promedio de las distancias interespecíficas fue de 12,5 %. Estos valores corresponden a los valores reportados para califóridos por Harvey et al., (2008), para Chrysomya por Nelson et al., (2007), al igual que para Protocalliphora por Whitworth et al., (2007) y para Compsomyiops y Chloroprocta por Solano et al., (2013). Desafortunadamente, sólo se calcularon las distancias interespecíficas para los géneros Chrysomya, y Lucilia, pues son los únicos géneros para los que tenemos más de una especie. Cuando se calculan las distancias entre géneros los valores, como es de esperarse, son altos (entre 10 % y 39,7 %). Para los análisis de distancia genética utilizando NJ-K2P se excluyeron las muestras de Hemilucilia semidiaphana pues en las comparaciones incluyendo este especie se obtenían unas distancias genéticas muy grandes, que estaban muy lejos del promedio obtenido al excluirla.


  Para el género Chrysomya en particular el promedio de las distancias interespecíficas fue de 0,076 y el promedio de las distancias intraespecífica de 0,0115; sin que se haya presentado solapamiento entre las distancias intra e interespecíficas, validando así, el uso de este gen como código de barra para el género Chrysomya. Lo mismo sucede en el género Lucilia, en donde se observó un promedio de distancias interespecíficas de 0,175 y de distancias intraespecífica de 0,00065, sin superposición entre los valores de distancias inter e intraespecífica, mostrando cierta afinidad a lo expresado por Giraldo et al., (2011) con CytB aplicada a tres especies de este mismo género donde se encontraron con distancias interespecíficas de máximo 0,116.


  Con respecto a la reconstrucción filogenética, el 90 % de todos los géneros presentan una monofilia marcada sustentada en p.p. de 0,89 a 1, destacándose el género Chrysomya el cual ya ha sido reportado como monofilético anteriormente (Wallman et al., 2005; Wells y William, 2005; Nelson et al., 2007; Nelson et al., 2008; Singh y Wells, 2011; Marihno et al., 2012; Solano et al., 2013). El otro 10 % son de carácter parafilético y corresponde a los géneros Lucilia y Cochliomyia respaldadas por una p.p. de 0,81 a 0,99. La especie Blepharicnema splendens se encuentra asociada a especies del género Lucilia respaldada por niveles de bootstrap de 93 % (Fig. 3) y con valores de p.p. de 0,97 (Fig. 4), esto corresponde a lo encontrado por Solano et al., (2013), y asociado a los valores de distancia obtenidos en el análisis de códigos de barra genéticos sugiere que esta especie realmente pertenezca al género Lucilia. Es necesario que se realicen más análisis con otros marcadores respecto a esta especie, debido a que no hay trabajos de identificación en los que se tenga presente esta especie o género.


  Este trabajo validó la aplicabilidad del uso de PCR-RFLP para la identificación de especies de la familia Calliphoridae en Colombia utilizando en gen ITS2. En relación con esta prueba, se modificó el protocolo en el tiempo de incubación de las enzimas de restricción (en su última fase) debido a que los fragmentos sin digerir de ITS2 no fueron muy visibles en algunas digestiones. Schroeder et al., (2003) registra aplicabilidad de las enzima de restricción con fragmentos de hasta 1326pb, mientras que Sperling et al., (1994) reportan efectividad de las enzimas en fragmentos digeridos de tan solo 349pb, ambos para COI. En el caso de ITS2, Nelson et al., (2008) reporta el uso de la técnica en regiones amplificadas de 1300 y 960pb. En este trabajo se registró efectividad de la técnica en fragmentos de 800pb.


  La utilidad y aplicación de la región ITS2 para la identificación de especies de califóridos, ya ha sido reportada por otros autores para otras regiones (Coleman, 2003; Armstrong y Ball, 2005; Nelson et al., 2008; Marihno et al., 2012), sin embargo este es el primer estudio en Colombia e incluye especies no incluidas en los análisis anteriores.


  CONCLUSIONES


  En este estudio se valida la utilidad de la región ITS2 como código de barras para la identificación de géneros de la familia Calliphoridae en Colombia y para la identificación de especies del género Chrysomya y del género Lucilia. Adicionalmente se valida la utilidad de la técnica PCR-RFLP para la identificación rápida de especies.


  A pesar de que la región ITS2 es un biomarcador genético informativo para establecer y demostrar las relaciones filogenéticas de un género o subfamilia, se recomienda la inclusión de otros genes o regiones para reforzar las probabilidades y esclarecer dudas sobre las relaciones evolutivas que pueden presentarse en las subfamilias Lucilinae y Calliphorinae, en especial con respecto a la especie Blepharicnema splendens.
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  RESUMEN


  Como primera aproximación en la obtención de una línea transgénica de maíz tolerante a sequía y al herbicida glufosinato de amonio, se seleccionaron genes y elementos reguladores para el diseño in silico de casetes de expresión, a través del análisis de literatura científica y bases de datos de genes y patentes. Las secuencias génicas fueron modificadas con base en el criterio de uso codónico del maíz para optimizar su expresión. Los casetes de expresión diseñados con el software DNA 2.0., fueron sintetizados por una empresa especializada. La presencia del transgen y la expresión a nivel de mARN fue demostrada mediante PCR y RT-PCR en la planta modelo Nicotiana benthamiana transformada vía Agrobacterium tumefaciens. Un ensayo preliminar in vitro en condiciones simuladas de sequía en medio MS con PEG (PM 6000)10 % no demostró incremento notorio en la tolerancia de las plántulas transformantes, posiblemente debido a que el uso codónico del diseño no favorece la expresión génica en la planta modelo.


  Palabras clave: estrés abiótico, tolerancia a herbicida, transgénesis, uso codónico.

  


  ABSTRACT


  As a first approach in obtaining a transgenic drought and glufosinate ammonium tolerant maize line, genes and regulatory elements for the in silico design of the expression cassettes were selected through analysis of scientific literature and databases of genes and patents. Gene sequences were modified based on the criterion of maize codon usage to optimize their expression. The constructs designed with DNA 2.0 Software, were synthesized by a specialized company. The presence of the transgene and the expression of mRNA was demonstrated by PCR and RT-PCR in the model plant Nicotiana benthamiana transformed via Agrobacterium tumefaciens. A preliminary experiment in vitro under simulated drought conditions in MS medium with 10 % PEG (PM 6000) showed no noticeable increase in drought tolerance of the transformants, possibly because the codon usage of the design does not promote gene expression in the model plant.


  Keywords: abiotic stress, codon usage, herbicide tolerance, transgenesis.

  


  INTRODUCCIÓN


  El cambio climático es un fenómeno global que ha causado pérdidas económicas en la agricultura, ya que disminuye drásticamente el rendimiento de los cultivos. El Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climático (Change, 2001) plantea que las zonas agrícolas de mayor riesgo a causa del cambio climático son las sub-tropicales y tropicales. En relación con las áreas agrícolas más secas, se esperan fenómenos de salinización y desertificación causando disminuciones importantes en la productividad de cultivos y ganadería, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria (Change, 2001).


  El estrés por sequía en plantas, se puede definir como una situación ambiental, en la cual el recurso hídrico es escaso, por lo que la tasa de transpiración excede la toma de agua, llevando a la reducción del potencial hídrico y de la turgencia de la planta; interfiriendo con las funciones normales y desencadenando respuestas fisiológicas, bioquímicas y moleculares específicas (Schachtman y Goodger, 2008; Shao et al., 2008; Edgerton, 2009; Ashraf, 2010).


  El cultivo de maíz (Zea mays) es muy sensible al estrés por déficit de hídrico (Boyer y Westgate, 2004), especialmente las etapas de polinización y desarrollo del embrión se ven muy afectadas por el suministro de agua del suelo (Grant et al., 1989; Bolaños y Edmeades, 1996). La sequía en estas etapas del cultivo tiene un efecto multiplicador sobre el rendimiento, al reducir la formación de reservas causada por dificultades en la polinización o por la detención del crecimiento de óvulos fertilizados (Boyer y Westgate, 1994; Lafitte, 2001). Cuando el maíz florece bajo sequía, se presenta un retraso en la floración femenina o en la emisión de estigmas y un incremento en el periodo entre la floración masculina y femenina, dando lugar al intervalo de antesis y emisión de estigmas (Ngugi et al., 2013).


  Los principales productores del grano de maíz son Estados Unidos, China y Brasil con una producción de 273,832, 205,600 y 81,000 toneladas métricas para el 2013, que representan cerca del 37 %, 28 % y 11 % de la producción mundial respectivamente (Statista, 2015). La caída en la producción nacional de los Estados Unidos podría impactar la producción mundial. Para el año 2012, en gran parte del medio oeste de este país, la sequía fue responsable de la reducción de un 15 % en la producción y un 21 % en el rendimiento nacional de maíz, en comparación con los niveles medios de los años 2009 al 2011 (Edmeades, 2013).


  La ingeniería genética, que permite la introducción de genes específicos, restringiendo la transferencia de genes no deseados del organismo donador, hace posible que un mismo organismo cuente con diferentes características deseadas a través de la piramidación de genes (Gosal et al., 2009). Es una herramienta valiosa para la introducción de características deseables en plantas, que son difíciles de lograr mediante técnicas convencionales, como es el caso de la tolerancia a sequía, debido a la baja heredabilidad del carácter (Long y Ort, 2010), o a que no se encuentran naturalmente en estos organismos.


  Fueron seleccionados tres genes denominados TaDREB3 AP2 (Lopato et al., 2006; Morran et al., 2011), AtZAT10 (Meissner y Michael,1997; Mittler et al., 2006) y CspB (Willimsky et al., 1992; Castiglioni et al., 2008), que pueden conferir tolerancia a sequía.


  Todos los DREB/CBFs pertenecen a la superfamilia de factores de trascripción (FTs) AP2/ERF, que es especifica de plantas, y que son considerados los principales FTs involucrados en la regulación de la expresión de genes inducidos por deshidratación y frío. Sin embargo también cumplen papeles importantes en el desarrollo de semillas, hojas y flores (Long y Ort, 2010; Yang et al., 2010,).DREB/CBF hacen parte de los FTs que responden a deshidratación, pero no al ácido abscísico (ABA). Se unen específicamente a elementos DRE, identificados por primera vez en el promotor del gen RD29A de Arabidopsis (Yamaguchi-Shinosaki y Shinosaki, 1994). Seis factores de transcripción DREB que incluyen cuatro genes DREB1/CBF y dos genes DREB2 fueron identificados en Arabidopsis. La expresión de DREB1/CBFs es inducida por sequía, sal y frio, mientras que la expresión de DREB2 es únicamente inducida por sequía y sal (Liu et al., 1998; Sakuma et al., 2006b; Morran et al., 2011). Diferentes estudios han informado mejora en la tolerancia a sequía mediante transformación genética en plantas cultivadas con tales factores de transcripción, en tomate (Solanum lycopersicum) (Hsieh et al., 2002), trigo (Triticum aestivum) (Pellegrineschi et al., 2004; XiaoYan et al., 2005; Wang et al., 2006), maíz (Al-Abed et al., 2007; Zhang et al., 2010) y arroz (Oriza sativa) (Oh et al., 2005; Oh et al., 2007; Chen et al., 2008; Xiao et al., 2009); sin embargo, uno de los principales inconvenientes en transformación genética de plantas con DREB/CBF han sido los defectos en el crecimiento cuando se expresa constitutivamente, lo cual se ha minimizado mediante el uso de promotores inducibles por estrés.


  El gene ZAT10, forma parte de un grupo de supresores transcripcionales de la familia génica C2H2 de dedos de zinc que se caracteriza por contener un dominio de represión amfifílico (EAR) asociado-ERF, involucrado en la modulación la respuesta de defensa de las plantas al estrés abiótico a través de la regulación transcripcional de diferentes genes reporteros y de defensa (Meissner y Michael, 1997; Ohta et al., 2001; Englbrecht et al., 2004; Sakamoto et al., 2004; Ciftci-Yilmaz y Mittler, 2008). ZAT10 puede unirse al promotor de RD29A (un gen clásico de respuesta a estrés) y reprimir su transcripción (Sakamoto et al., 2000; Lee et al., 2002). Se ha asociado estrechamente con respuesta a estrés oxidativo en plantas (Rizhsky et al., 2004; Davletova et al., 2005; Mittler et al., 2006) y se sugiere que juega un papel clave en regulación positiva y negativa de la defensa en plantas a determinados estreses abióticos. Su papel principal involucra la modulación de la respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en ingles), ya sea a través de la activación directa de la transcripción de genes de respuestas de ROS a través de la supresión de represores de estos genes incrementando la tolerancia de las plantas a estrés abiótico (Mittler et al., 2006). La expresión constitutiva de la proteína ZAT10 C2H2-EAR en Arabidopsis incrementa la expresión de FSD1 (ferro-superoxido dismutasa) y APX2 (ascorbato peroxidasa), pero no parece estar involucrada con la expresión de otros transcritos de respuesta a sal, frío o sequía. Adicionalmente confiere mayor tolerancia a salinidad, calor y estrés osmótico (Mittler et al., 2006).


  Genes que codifican para proteínas que actúan como chaperonas moleculares tipo heat-shock protein de origen vegetal y cold shock protein (Csps) de origen bacteriano (Escherichia coli y Bacillus subtilis), han permitido mayor tolerancia a estrés por sequía tanto en plantas cultivadas como en plantas modelo, mediante ingeniería genética. Las Csps son una familia de proteínas pequeñas, altamente conservadas en su estructura, con masa molecular de aproximadamente 7,4 kDa. Son capaces de unirse a una sola cadena del ADN o ARN, a través de los motivos de unión a ácidos nucleicos RNP1 y RNP2. La unidad estructural característica de estas proteínas es el dominio cold shock (CSD) que puede ser hallado en otras proteínas involucradas en regulación transcripcional que se encuentran en una variedad de organismos, desde bacterias a vertebrados (proteínas Y-box) (Horn et al., 2007). CspA y CspB bacterianas han sido expresadas en Arabidopsis, arroz (Oriza sativa) y maíz (Zea mays), confiriendo incremento en la tolerancia a sequía, frío y calor a través de la protección y el favorecimiento del crecimiento vegetativo, fotosíntesis, y desarrollo reproductivo (Castiglioni et al., 2008). El gen CspB es el único hasta el momento, con el que se ha logrado el primer cultivo comercial de maíz tolerante a sequía (Droughtgard™ con el evento MON87460). Su papel en la tolerancia en plantas se atribuye principalmente a su actividad como chaperona RNA (Edmeades, 2013; James, 2014). Tal actividad difiere de lo observado con otras proteínas chaperonas que usualmente ayudan a formar correctamente estructuras secundarias y terciarias después de desestabilizar las estructuras secundarias equivocadas, puesto que al parecer las Csps sólo destruyen estructuras secundarias no deseadas (Horn et al., 2007).


  La variación en el manejo de la densidad de las plantas y control de malezas, son prácticas agrícolas, que además de la irrigación, pueden alterar substancialmente la cantidad de agua capturada por la planta, determinando la disponibilidad de agua para la transpiración (Edmeades, 2013), dicha disponibilidad podría favorecerse en cultivos tolerantes a herbicidas. La tolerancia a glufosinato de amonio en plantas se ha conseguido por medio de ingeniería genética, transfiriendo el gen bacteriano pat o bar, que codifican la enzima fosfinotricina N-acetil-transferasa (PAT), capaz de inactivar el ingrediente activo del glufosinato de amonio (fosfinotricina), que en plantas no transformadas, bloquea la enzima glutamina sintetasa, involucrada en el metabolismo del nitrógeno y en la detoxificación de amonio, llevando a la planta a la muerte por intoxicación debido a la acumulación de niveles letales de amonio y deficiencia en la síntesis proteínas (De Block et al., 1987).


  En el presente estudio, se diseñaron in silico tres casetes de expresión que contienen un gen que pueden conferir tolerancia a sequía y el gen bar que confiere tolerancia a glufosinato de amonio. La integración de los casetes expresión y la presencia de los transcritos correspondientes (mRNA) a las regiones codificantes fueron evaluados en planta modelo N. Benthamiana, transformada vía A. tumefaciens. Los resultados de este estudio, son preliminares en el desarrollo y obtención futura de líneas de maíz comerciales con dichas características.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Búsqueda y selección de genes de tolerancia a sequía y a glufosinato de amonio


  Los genes usados en el diseño de los casetes de expresión, fueron seleccionados a partir de literatura científica con base en la pertinencia de los estudios y los resultados obtenidos. Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas, fueron obtenidas a partir de la base de datos de patentes The Lens (https://www.lens.org/lens/) y/o el Centro Nacional de Información sobre Biotecnología de los Estados Unidos (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).


  Se revisaron 105 artículos científicos de transgénesis sobre tolerancia a sequía en plantas modelo y plantas cultivadas, incluido el maíz (Zea mays). Estos estudios fueron consultados en la base de datos de la Universidad Nacional de Colombia, principalmente en: Academic Search Complete, Science Direct, Springer Journal, Journal Storage y Nature.com, entre el periodo 1995 a 2013. En general se tuvo en cuenta el papel del gen en la tolerancia a sequía y los parámetros fisiológicos disponibles con los que se evaluó la tolerancia: capacidad germinativa en condiciones de sequía o condiciones similares (en suelo o in vitro), daño celular, actividad fotosintética, potencial osmótico, fenología y rendimiento.


  Los genes seleccionados de tolerancia a sequía para el diseño de los casetes de expresión fueron TaDREB3 AP2 (Lopato et al., 2006) AtZAT10 (Meissner y Michael,1997) y CspB (Willimsky et al., 1992), que provienen de trigo (Triticum aestivum), Arabidopsis thaliana, y Bacillus subtilis, respectivamente. Teniendo en cuenta como criterios de selección: i) fuerte evidencia empírica sobre tolerancia a sequía, de acuerdo a parámetros fisiológicos evaluados en ensayos in vitro, invernadero o campo; ii) valores de rendimiento en campo para el caso de las plantas cultivadas; iii) ausencia de efectos pleiotrópicos no deseados o productos génicos que actúen en partes altas de las vías de señalización de estrés; y iv) estudios más recientes. Por otra parte, el gen bar fue elegido debido a que se ha usado como marcador de selección en medio de cultivo, se encuentra en cultivos comerciales tolerantes a glufosinato y se ha probado en maíz (patente US6395966B1).


  Diseño y síntesis de casetes de expresión


  Los componentes básicos de los casetes de expresión comprenden una secuencia promotora, un marco de lectura abierto (de las siglas en ingles ORF), y una región terminadora no traducida 3' que en eucariotas, generalmente contiene un sitio de poliadenilación (Cai et al., 2007). Cada uno de los tres casetes de expresión diseñados (CspB+bar, TaDREB3+bar, AtZAT10+bar), contiene dos constructos, uno que confiere tolerancia a sequía y otro a glufosinato de amonio con sus respectiva región promotora y terminadora, además una región no codificante ubicada en el medio (Fig. 1).


  [image: ]


  Cada una de las secuencias génicas se diseñaron, dirigidas por un promotor constitutivo de la siguiente manera: i) CspB, dirigido por CaMV35s potenciado, y una secuencia líder se petunia (E35S+Pleader), ii) AtZAT10, dirigido por la región promotora de la Ubiquitina de maíz Ubi-1 y iii) bar, dirigido por CaMV 35S. El gen TaDREB3 fue dirigido por el promotor inducible por sequía rab17. La región terminadora de CspB y TaDREB3 fue el terminador de la RuBisCo (Trub), mientras que la región terminadora de AtZAT10 y Bar fue el de nopalina sintasa (Tnos). En todos los casos, para separar el constructo del gen que confiere tolerancia a sequía del constructo del gen bar, se introdujo una región no codificante (intrón) de cloroplasto de Acer pseudoplatanus (Taberlet et al., 1991), que cumple el papel de espaciador. A continuación se muestra la composición detallada de cada uno de los constructos: el número de identificación (# ID) en el GenBank de las secuencias nucleotídicas (promotoras-codificantes-terminadoras) y aminoacídicas, el tamaño en pares de bases (completa/ORF) y aminoácidos, respectivamente (Tab. 1, 2, 3 y 4).
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  El diseño in silico se hizo con el programa Gen Designer 2.0, de uso libre (Villalobos et al., 2006; DNA 2.0, Inc.). El diseño incluyó: i) Obtención del marco de lectura abierto (ORF) que fue comprobado a través de la herramienta "ORF finder" del NCBI; ii) Comparación de la secuencia de aminoácidos que codifica la secuencia ORF diseñada versus la secuencia de aminoácidos correspondiente, obtenida en el NCBI o en la patente (EMBL-EBI, 2015); iii) Optimización de la región codificante de acuerdo al uso codónico de Zea mays, bajo la opción "DNA/ Guide Random (Puigbo et al., 2007; OPTIMIZER, 2007); iv) Adición de sitios de restricción dentro de los casetes de expresión, que permitan aislar secuencias de interés del casete o hacer mapas de restricción; v) reconfirmación del ORF, posterior a la adición de los sitios de clonación y vi) reconfirmación de la identidad usando la herramienta Blastx (BLAST®). Las secuencias diseñadas mediante bioinformática, fueron sintetizadas químicamente y transferidas al vector de clonación pCAMBIA 1301 por la empresa GENEray Biotechnology en Shangai, China.


  Transformación y caracterización fenotípica/ molecular de cepas recombinantes


  La transformación de las cepas bacterianas comerciales DH5Ade E. coli (One shot® TOP10 Electrocomp TM E. coli, de invitrogen), y LBA4404 de A. tumefaciens, se realizó a través de electroporación, con el propósito de clonar cada uno de los casetes de expresión y aislar suficiente ADN plasmídico. Se almacenaron muestras de cepas recombinantes de E. coli y A. tumefaciens a -80 °C, para los ensayos de transformación genética de plantas. Las cepas bacterianas posiblemente transformadas, fueron caracterizadas fenotípicamente. Escherichia coli, fue cultivada por agotamiento en medio de LB sólido con el antibiótico de selección kanamicina, teniendo en cuenta que plásmido pCAMBIA 1301 contiene un gen de resistencia a este antibiótico, mientras que A. tumefaciens fue seleccionado con kanamicina y estreptomicina (0,05 mg/ml), el uso del segundo antibiótico se estableció teniendo en cuenta la resistencia cromosómica que expresa la bacteria.


  La caracterización molecular se llevó a cabo mediante PCR de colonias utilizando pares de cebadores diseñados con el programa Primer3Plus (Rozen y Skaletsky, 2000) de acuerdo a las secuencias nucleotídicas de cada gen. CspB cuyo amplicón esperado es de 152 pb (5'-GGGAAGGTCAAGTGGTTCAA-3' y 5'-CCCTCCACAATCTCAAAGGA-3'), TaDREB3 cuyo amplicón esperado es de 181 pb (5'-GACCCCGCCACTTTAAGAAC-3' y 5'-CCCCGTACATTGCGTAAGAA-3'), AtZAT10 cuyo amplicón esperado es de 212 pb (5'-TCGTACAAGTGCTCCGTTTG-3' y 5'-TGACCGCTAGGGAAACTCTT-3') y bar (5'-TTTGCACCA TCGTCAATCAT-3' y 5'-TCGTGCATCCTCACACTAGG-3') cuyo amplicón esperado es de 352 pb. Las colonias que fueron positivas para PCR, se subcultivaron en medio LB y el antibiótico de selección respectivo.


  Transformación de plantas


  Plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) transformadas independientemente con los casetes de expresión CspB, TaDREB3 y AtZAT10, a través de A. tumefaciens, de acuerdo con un protocolo básico de transformación que involucra seis pasos principales: i) densidad óptica (DO a 600 nm) de la suspensión bacteriana de A. tumefaciens entre 0.05-0.1; ii) explantes de hoja de 1 cm x 1cm aproximadamente (50 o más explantes por ensayo), sumergidos por dos minutos en el cultivo bacteriano agitando suave y constantemente a 30 rpm; iii) secado y siembra de los explantes en medio de cocultivo ( Sales Murashige-Skoog (1962) + Bencilaminopurina (BAP) 1 mg/l + acetociringona 200 uM), durante 24 horas en oscuridad en cuarto de crecimiento (70 % de humedad relativa (HR) y 28 °C); iv) lavados de los explantes para eliminar A. tumefaciens con antibiótico; v) siembra de explantes en medio de selección (MS + BAP + carbenicilina 500 mg/l + Fosfinotricina (PPT) 0,8 mg/l (Jimenéz, 2014) o 2 mg/l (De Block et al., 1987) durante cuatro semanas aproximadamente, con un cambio de medio a la segunda semana; y vi) siembra de brotes en medio de elongación (MS); el medio MS se compone de sales MS 4g/l, vitamina Gamborg B-5 1ml/l, sacarosa 30 g/l y gelzan (Gelrite®) 2,5g/l, como agente gelificante.


  Tanto la selección como la elongación se llevaron a cabo en cuarto de crecimiento (70 % HR, 28 °C, 16/8 fotoperiodo). Todos los ensayos de transformación contaron con controles de explantes no cocultivados con la bacteria (no transformados) en medio de regeneración sin selección y en medio de regeneración con selección; para un total de 25 explantes control en medio de selección y en medio sin selección, respectivamente. Se realizaron algunas modificaciones al protocolo base, debido a los altos niveles de contaminación por la bacteria. Respecto a los lavados de los explantes para la eliminación de A. tumefaciens, el protocolo inicial sugería tres lavados por 60 minutos cada uno en medio MS liquido con o sin antibiótico; el primero en medio MS, el segundo y tercero en MS + cefotaxime (500mg/ml) y el tercero igual al anterior. Se modificó a cinco lavados consecutivos de diez minutos con MS, 30 minutos con MS, dos lavados de 60 minutos cada uno con MS + cefotaxime 500 mg/l y 30 minutos con MS + cefotaxime 500 mg/l, tales modificaciones permitieron solucionar el problema de contaminación por A. tumefaciens. Otra modificación fue el uso de carbenicilina en vez de cefotaxime en el medio de elongación (Horsch et al., 1985; Silva y Fukai, 2001).


  Caracterización molecular de N. benthamiana mediante PCR y RT-PCR


  Plántulas regeneradas en medios de selección con PPT a partir de ensayos de transformación independientes con los casetes de expresión correspondientes a CspB, TaDRE3B y AtZAT10, fueron evaluadas mediante PCR con el kit KAPA3G (KAPABIOSYSTEMS) que permite realizar la PCR directamente con el tejido de hoja, con lo que se determinó la presencia o ausencia del transgen. Nuevos cebadores fueron diseñados con el programa Primer3Plus (Rozen y Skaletsky, 2000) de acuerdo a las secuencias nucleotídicas de cada gen. CspB cuyo amplicón esperado es de 200 pb (5'-ATGCTCGAAGGGAAGGTC-3' y 5'-GCCTCCTTTGTCACATTAGCA-3'), TaDREB3 cuyo amplicón esperado es de 459 pb (5'-GACAGCCGAACAAAAAGTCC-3' y 5'-AAAGTGCCACATCTCCTGCT-3'), AtZAT10 cuyo amplicón esperado es de 674 pb (5'-GGCGCTAGAGGCTCTGACTA-3' y 5'-GCAGTTTCACTGGGAAGTCG-3') y bar (5'-TCGTAATGCGTACGACTGGA-3' y 5'-GATCATTA GGCAGGCCGATA-3') cuyo amplicón esperado de 158 pb. De las plántulas caracterizadas como PCR positivas, se eligió por casete de expresión, al azar entre cinco a siete, de acuerdo con el material disponible. Con el fin de comprobar o no la expresión a nivel de mARN, a dichas plántulas se les realizó RT-PCR. Hojas de plantas elongadas de tres semanas de edad contados a partir del paso de los brotes al medio de elongación fueron utilizadas para la extracción de ARN mediante el kit de NORGEN BIOTEK-CORP. El ARN fue sometido a tratamiento con DNAse I, RNase-free (Termo Scientific) y posteriormente se comprobó mediante PCR la ausencia de ADN en las muestras. A continuación se sintetizó cADN con el kit First Strand cDNA Synthesis (Termo Scientific) y a partir de este, se realizaron las PCRs correspondientes. Los primers utilizados en la PCR de ARN tratado con DNAse I y cADNs son los mencionados anteriormente, correspondientes a cada casete de expresión; a excepción de los cebadores para amplificar un fragmento de 114 pb de actina (5'- TCCTGATGGGCAAGTGATTAC-3' y 5'-TTGTATGTGGTCTCGTGGATTC-3'), diseñados por Liu et al., (2012) que fueron usados solamente en la PCR de RNA de las muestras CspB (2, 31, 3, 15, 40, 58 y 67) y DREB (9, 12, 25, 47 y 48) y para el control de la PCR de los cADNs. Por otra parte, teniendo en cuenta que el casete de expresión TaDREB3 fue diseñado con un promotor inducible por sequía, se obtuvo cADN de plantas TaDREB3 elongadas en medio MS y en medio MS + PEG (PM 6000) 10 %, que simula el estrés por sequía.


  Evaluaciones fenotípicas in vitro


  En el primer ensayo de transformación, la selección se llevó a cabo con 0,8 mg/l de PPT (Jimenéz, 2013). En el ensayo con CSPB se tomó la mayor cantidad de brotes PPT resistentes, varios por explante. En el ensayo con TaDREB3 y con AtZAT10 se tomó un único brote por explante, con el propósito de asegurar eventos de transformación independientes. Para corregir el efecto de escapes por baja presión de selección, se repitió el ensayo de transformación AtZAT10 incrementando la concentración del PPT a 2 mg/l.


  Las pruebas fenotípicas para estrés por sequía in vitro se realizaron durante 20 días, con plántulas positivas para PCR y RT-PCR que expresan CspB, TaDREB3 y AtZAT10 cultivadas en medio MS + PEG10% (PM 6000), al mismo tiempo que plántulas control no transformadas (Shen et al., 2002). Estas plantas se mantuvieron en cuarto de crecimiento en condiciones de 70 % humedad relativa, 28 °C de temperatura y fotoperiodo de 16/8. Cuando hubo necesidad de realizar análisis estadístico se usó el Z-Test (p<0,05).


  RESULTADOS


  Diseño de genes semisintéticos


  Los casetes de expresión CspB, TaDREB3 y AtZAT10, diseñados in silico corresponden a un total de 3,232 pb, 3,178 pb y 4,185 pb, respectivamente, incluyendo los sitios de restricción introducidos, la región espaciadora que separa los dos casetes de expresión, y ocho nucleótidos adicionales en ambos extremos de cada uno de los casetes de expresión para facilitar su inserción en el plásmido (Tab.1,2,3 y 4).


  Usando la herramienta, marco abierto de lectura (ORF de sus siglas en inglés) del software Gen Designer 2.0, se identificó el ORF respectivo, se eligió la longitud nucleótidos correspondiente a la secuencia de la proteína obtenida en el NCBI o en patentes. A través de la herramienta "ORF finder" del NCBI se corroboró que el ORF de cada uno de los genes fuese el correcto. La comparación de la secuencia de aminoácidos que codifica la secuencia ORF diseñada, denominada como aminoácidos diseñados (AD), versus la secuencia de aminoácidos patrón, a través de un Clustal-W (EMBL-EBI, 2015) demostró un 100 % de identidad y similaridad y 0 % de gaps para el casete de expresión AtZAT10. Sin embargo, para CspB al inicio de la secuencia de la proteína presento una diferencia de ocho aminoácidos adicionales en comparación con la secuencia patrón, identificada en el Gen Bank como CAA42235.1, (con 67 aminoácidos), por lo tanto, se escindieron los primeros ocho codones de la secuencia de ADN, y de esta manera se logró la correspondencia de las secuencias aminoacídicas. De igual manera se escindió el primer codón para de la secuencia de ADN de TaDREB3, ya que se presentó un aminoácido adicional en comparación con la secuencia patrón. Con dichas modificaciones fue posible obtener un 100 % de identidad y similaridad y 0 % de gaps en todos los Clustal-W, adicionalmente se reconfirmó que el ORF no se cambiara después de las modificaciones.


  La optimización de la región codificante de acuerdo al uso codónico de Z. mays, se realizó a través de la herramienta OPTIMIZER (OPTIMIZER, 2007), bajo la opción de criterio de optimización "DNA/ Guide Random" (Puigbo et al., 2007), teniendo en cuenta el G/C % y A/T %, índice de adaptación codónica (CAI) y número efectivo de codones (ENc). El CAI, mide el sesgo del uso codónico de un gen en relación a un conjunto de codones "óptimos" determinados a partir de un conjunto de referencia de genes de alta expresión, normalmente proteínas ribosomales (Sharp y Li, 1987). Los valores CAI se encuentran entre 0, cuando el uso codónico de una secuencia respecto al conjunto de referencia son muy diferentes, y uno, cuando ambos usos codónicos son iguales, mientras que los valores de ENc se encuentran en un rango de 20 (si solo un codón por aminoácido es usado) a 61 (si todos los codones sinónimos son usados igualmente) (Puigbo et al., 2007). Se les dio prioridad a los valores CAI, teniendo en cuenta que estos no fueran mayores a 0,8 y a los valores G/C % cercanos a 54,98, de acuerdo con la tabla de uso codónico de Kasusa, para Z. mays (Nakamura et al., 2000; Codon Usage Data Base, 2007). La secuencia optimizada del gen CspB de 204 nucleótidos; tiene 151 coincidencias, 36 transiciones (purina<_>purina/ primidina<_>pirimidina) y 17 transversiones (purinas<_>pirimidinas), respecto a la secuencia no optimizada (query). La secuencia optimizada del gen TaDREB3 de 675 nucleótidos, tiene 517 coincidencias, 62 transiciones y 96 transversiones, respecto a la secuencia no optimizada. La secuencia optimizada del gen AtZAT10 de 684 nucleótidos, tiene 497 coincidencias, 83 transiciones y 104 transversiones respecto a la secuencia no optimizada. Para todos los casetes de expresión se introdujo la misma secuencia del gen bar optimizada.


  Tras la adición de sitios de restricción dentro del casete de expresión, que permiten aislar secuencias de interés del casete o hacer mapas de restricción; se realizó la reconfirmación del ORF del casete de expresión completo, que arrojó un marco de lectura correcto, tanto para el gen de tolerancia a sequía como para el gen de tolerancia a glufosinato de amonio. Finalmente la identidad de las secuencias nucleotídicas de los casetes de expresión completos fueron confirmadas a través Blastx (BLAST®), demostrándose 100 % de identidad en correspondencia a la descripción de la función de cada gen.


  Caracterización fenotípica y molecular de las cepas recombinantes


  Posterior a la transformación de las bacterias E. coli y A. tumefaciens, se realizó la siembra por agotamiento en el medio de selección. Las colonias que fueron sometidas al análisis de PCR, se subcultivaron en medio LB sólido, con el antibiótico de selección respectivo. El crecimiento de estas colonias en medio de selección, se considera la prueba fenotípica, puesto que no se evidenció crecimiento de bacterias no transformadas, cultivadas en el mismo medio de selección (control). Colonias de E. coli y de A. tumefaciens que fueron subcultivadas en medios de selección, resultaron positivas para PCR, amplificando los fragmentos predichos de los genes CspB (152 pb), TaDREB3 (181 pb) y AtZAT10 (212 pb), contenidos en los vectores de transformación, usados en los experimentos. Se observó que, para ambas cepas recombinantes, se presentó el mismo patrón de bandas en los análisis de electroforesis; las colonias transformadas con cada uno de los plásmidos también fueron PCR positivas para el gen bar (Fig. 2). Se consideran colonias positivas, cuando la banda correspondiente a los amplicones visualizada en la electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio, corresponde al tamaño predicho de 352 pb para bar.
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  Transformación de plantas de N. benthamiana, caracterización molecular y fenotípica


  Se obtuvo un alto porcentaje de regeneración a partir de los explantes cocultivados y transferidos a medios de regeneración con selección por PPT, así como a partir de los explantes no cocultivados transferidos a medios de regeneración sin selección (control). De acuerdo con el resultado del Z-Test (p<0,05), se determinó que no hay diferencias significativas en el número de explantes que regeneraron plántulas, entre los dos grupos mencionados anteriormente, para cada uno de los casetes de expresión, correspondientes a ensayos independientes. Todos los explantes no cocultivados transferidos a medios de regeneración con selección, se tornaron blancos y no regeneraron plántulas.


  Con el fin de determinar la presencia o la ausencia de los transgenes (CspB+bar, TaDREB3+bar y AtZAT10+bar), se realizó la caracterización molecular mediante PCR con el kit KAPA directamente sobre el tejido de hoja, con plántulas obtenidas a partir de explantes cocultivados con A. tumefaciens. En el primer ensayo de transformación con selección de 0,8 mg/l de PPT (Jimenéz, 2013), con CSPB se obtuvieron 52 % de plántulas PCR positivas, a partir de brotes cosechados que no fueron discriminados por explante. Con TaDREB3 y con AtZAT10 se obtuvieron 15 % y 0 % de plántulas PCR positivas respectivamente, seleccionando un solo brote por explante. En el segundo ensayo de transformación con AtZAT10 donde se incrementó la concentración de PPT a 2 mg/l (De Block et al., 1987), se logró incrementar el porcentaje de plántulas PCR positiva (Tab. 5).
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  De acuerdo con el resultado del Z-Test (p<0,05), hay diferencias significativas entre el número de plantas PCR positivas para DREB y ZAT10 provenientes de explantes seleccionados con 0,8mg/l y 2 mg/l de PPT, respectivamente. El fragmento esperado que resultó de la amplificación por PCR para CspB, TaDREB3 y AtZAT10, corresponde a 200 pb (5'-ATGCTCGAAGGGAAGGTC-3' y 5'-GCCTCCTTTGTCACATTAGCA-3', 459 pb (5'-GACAGCC GAACAAAAAGTCC-3' y 5'-AAAGTGCCACATCTCCTGCT-3') y 674 pb (5'-GGCGCTAGAGGCTCTGACTA-3' y 5'-GCAGTTTCA CTGGGAAGTCG-3), respectivamente. Se muestran los resultados para AtZAT10 (Fig. 3) resultados similares fueron obtenidos para los otros genes.
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  A partir de las plántulas PCR positivas, se tomaron al azar entre cinco a siete plantas para la extracción de ARN, tratado con DNAse I (Fig. 4), antes de ser sometido a PCR y utilizado posteriormente para la síntesis de cADN.
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  La amplificación del cADN se realizó con los primers correspondientes para CspB, TaDREB3, AtZAT10 y Bar (RT-PCR). Se muestran los resultados para TaDREB3, obtenidos a partir de plántulas crecidas en medio de cultivo con y sin PEG 10% (Fig. 5). La amplificación mediante RT-PCR correspondiente a los fragmentos de los genes CspB, AtZAT10 y Bar fue positiva.
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  Los ensayos de caracterización fenotípica bajo simulación del estrés por sequía (PEG 10 %) no muestran ventajas evidentes en las transformantes CspB, TaDREB3 o AtZAT10 (PCR y RT-PCR positivas) respecto al control, correspondiente a plantas no transformadas en medio de elongación con PEG 10 %(Fig. 6).
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  DISCUSIÓN


  Genes de tolerancia a sequía y glufosinato de amonio en maíz


  Los genes seleccionados para el diseño y la obtención de los casetes de expresión que fueron probados en la planta modelo N. Benthamiana, corresponden a genes ampliamente estudiados, que tiene soporte científico y que pueden llegar a conferir tolerancia a sequía en maíz. La participación de múltiples vías de estreses mediante la manipulación de la expresión de factores de transcripción específicos (FT) ha demostrado ser una estrategia promisoria en la mejora de la tolerancia a la sequía.


  Los factores de transcripción de la familia DREB/CBF actúan en la modulación de un grupo de genes que definen las principales vías metabólicas de tolerancia a estreses (Long y Ort, 2010). DREB2 juega un papel importante en la expresión génica relacionada con la sequía, pero DREB2A de Arabidopsis induce débilmente genes corriente abajo cuando es sobre-expresado, y tiene un efecto mínimo en el incremento de la tolerancia al estrés, debido a posibles modificaciones post-traduccionales o a su rápida degradación por el proteosoma 26S (Qin et al., 2008). Con todo, la proteína DREB2A se hace constitutivamente activa (DREB2A-CA) a través de la delección específica de residuos, demostrando que la sobreexpresión de DREB2ACA aumenta significativamente la tolerancia a la sequía en Arabidopsis, al costo de retraso del crecimiento, como se ha evidenciado con la expresión constitutiva de otros DREBs (Sakuma et al., 2006a). Nakashima et al., (2014), demostraron que la sobre-expresión de DREB1A mejora tolerancia a frío y deshidratación, mientras que la sobreexpresión de DREB2ACA mejora la tolerancia a deshidratación, pero levemente al frío en plantas transgénicas de Arabidopsis. En contraste, la expresión ectópica constitutiva o inducible por estrés del ZmDREB2A de maíz (Qin et al., 2007) y de GmDREB2 de soya (Gycine max) (Chen et al., 2007) en Arabidopsis resulta en mejora en la tolerancia a sequía, calor y estrés salino de plantas transgénicas sin defectos en el crecimiento, se sugiere que ninguna requiere de modificaciones post-traduccionales (Yang et al., 2010). Morran et al., (2011), transformaron cebada (Hordeum vulgare) y trigo (Triticum aestivum) con TaDREB3 y TaDREB2 y evaluaron tolerancia a sequía y heladas con un promotor constitutivo (2X 35S) en cebada e inducible (pRab17) en trigo. La población transgénica de cebada con sobre-expresión constitutiva mostró crecimiento lento, retraso en la floración y menor rendimiento del grano en comparación con las no transgénicas. Sin embargo, ambas líneas transgénicas mostraron mayor supervivencia en condiciones severas de sequía frente al control. Por otra parte, las plantas de trigo transformadas con pRab17-TaDREB3 y pRab17-TaDREB2 no mostraron defectos en el fenotipo. Las primeras se recuperaron más rápidamente que las segundas después del periodo de sequía. Pese a que estructuralmente las proteínas TaDREB2 y TaDREB3 son muy diferentes, parecen regular genes similares de respuesta a sequia; el incremento de la supervivencia de las plantas transgénicas de trigo bajo sequia puede ser explicada por la regulación positiva de los genes que codifican para proteínas LEA, dehidrinas (DFN) y proteínas de respuesta a frio (COR) a niveles más altos de los que normalmente se expresan bajo este estrés (Morran et al., 2011). Por todo esto, TaDREB3 fue el gen seleccionado en este trabajo para el diseño de uno de los casetes de expresión.


  Por otra parte, existe fuerte evidencia que la sobre-expresión de DREB activa genes adicionales no involucrados en tolerancia a sequía, que pueden producir efectos deletéreos en el fenotipo, tanto en el rendimiento, como en el crecimiento, en el número de fruto y semilla, y en el peso fresco de las plantas transgénicas bajo condiciones normales (Wang et al., 2003). Por ello, para el diseño del casete de expresión con el gen DREB, en este trabajo, se utilizó el promotor inducible por sequía rab17, que a diferencia del promotor inducible rd29A ha demostrado tener expresión basal en ausencia de estrés hídrico (patente US20120102592). Los resultados de RT-PCR con plantas transformadas con DREB, crecidas in vitro con y sin PEG 10 % confirmaron el papel y la especificidad de este promotor al inducirse por sequía, ya que la expresión a nivel de mARN de DREB solo se evidenció en las plantas sometidas al estrés. Se concluye que a pesar que las condiciones de cultivo in vitro involucran un estrés para la planta, no inducen la actividad del promotor rab17, a diferencia de lo informado para plantas de maíz (Z. mays) transformadas con AtCBF3 y el promotor inducible rd29A (Al-Abed et al., 2007).


  Por otra parte, algunos estudios indican que la expresión constitutiva del regulador transcripcional ZAT10 no parece causar efectos negativos en el fenotipo de las plantas de N. bentamiana, mientras que otros si lo informan. Xiao et al., (2009), realizaron uno de los estudios más completos en arroz transgénico evaluado para resistencia a sequía en condiciones de campo, que involucró plantas transformadas con siete genes documentados en relación a la tolerancia a sequía (CBF3, SOS2, NCED2, NPK1, LOS5, ZAT10 y NHX1), cada uno bajo el control de promotor constitutivo Actin 1 y el homologo inducible por estrés de arroz HVA22. El rendimiento relativo y fertilidad relativa de la espiga fueron los criterios principales para evaluar el desempeño de la resistencia a sequía. En general, las familias transgénicas de los constructos HVA22P:CBF3, HVA22P:NPK1, Actin1:LOS5, HVA22P:LOS5, Actin1:ZAT10, and HVA22P:ZAT10 mostraron incremento en el rendimiento por planta y fertilidad de la espiga, significativamente mayor en comparación con la no transformadas; mientras que las familias transgénicas de los otros cuatro constructos (Actin1:SOS2, Actin1:NCED2, HVA22P:NCED2, and HVA22P:NHX1) no mostraron tolerancia a sequía de acuerdo con los criterios evaluados. Los genes LOS5 y ZAT10 mostraron relativamente superiores efectos que los otros cinco, en mejorar la resistencia a sequía de arroz transgénico bajo condiciones de campo. Este estudio no informa efectos negativos en el fenotipo, cuando ZAT10 es expresado constitutivamente. En el presente trabajo, las plantas de N. benthamiana transformadas con el constructo que contiene el gen AtZAT10 dirigido por el promotor constitutivo de maíz Ubi1 no mostraron ningún efecto negativo en el fenotipo. Una de las posibles explicaciones es que ZAT10 actúa en partes bajas de la vía de señalización de estrés, corriente abajo de DREB (Yang et al., 2010), al parecer regulando la expresión de genes involucrados en el sistema de defensa de ROS, como ascorbato peroxidasa 2 (APX2) y ferro-superoxide dismutase (FSD1) principalmente (Mittler et al., 2006). Sin embargo, estos resultados difieren de informes anteriores en los que se ha evidenciado que la expresión constitutiva de ZAT10 resulta en incremento en la tolerancia a sequía, pero afecta negativamente el crecimiento en plantas transformadas (Sakamoto et al., 2004; Mittler et al., 2006).


  Las plantas de N. benthamiana transformadas con el casete de expresión CspB no mostraron efectos negativos en el fenotipo pese a su expresión constitutiva. El gen CspB es el responsable de la tolerancia a sequía en maíz, del primer cultivo GM liberado comercialmente, desarrollado por la compañía Monsanto, el híbrido transgénico Droughtgard ™ (evento MON 87460), que fue liberado en el año 2013 en Estados Unidos. El evento MON 87460 fue donado por Monsanto al proyecto público-privado WEMA, diseñado para entregar el primer cultivo transgénico tolerante a sequía en maíz en África para el 2017 (James, 2014).


  El gen bar de Streptomyces hygroscopicus que confiere resistencia a glufosinato de amonio, usado en los tres casetes de expresión desarrollados en este trabajo, ha mostrado ser un sistema muy eficiente de selección en los protocolos de transformación genética (White et al., 1990). Tiene una amplia historia de uso como marcador de selección y en cultivos GM tolerantes a este herbicida, incluyendo maíz (Gordom-Kamm et al., 1990), arroz (Christou et al., 1991), trigo (Vasil et al., 1992), remolacha azucarera (Beta vulgaris) (D'Halluin et al., 1992), canola (Brassica napus) y alfalfa (Medicago sativa) (Cobb, 1992), algodón (Gossypium hirsutum) (Keller et al., 1997), lechuga (Lactuca sativa) (Mohapatra et al., 1999), caña de azúcar (Saccharum officinarum) (Falco et al., 2000), yuca (Manihot esculenta) (Sarria et al., 2000) y fríjol (Phaseolus vulgaris) (Aragão et al., 2002). En el mundo los cultivos comerciales aprobados, tolerantes a glufosinato incluyen remolacha azucarera, canola, soya, arroz y maíz. Unas pocas líneas híbridas de maíz resistentes están registradas por Dekalb (adquirida por Monsanto), Mycogen (adquirida por Dow Agrosciences) y Syngenta. Una variedad de achicoria (Cichorium intybus) con esterilidad masculina que lleva el gen se registró por Bejo Zaden, NL (PatentLens, 2007).


  Transformación y caracterización molecular/ fenotípica de cepas bacterianas y plantas


  Se realizaron ensayos de PCR de colonia, sobre cepas resistentes a antibióticos luego de experimentos de transformación, para determinar la presencia de los genes de interés y de los casetes de expresión. Estos ensayos se hicieron sobre E. coli y A. tumefaciens. El total de las cepas evaluadas por PCR correspondió a cepas recombinantes en las que parece mantenerse la integridad de los casetes de expresión.


  Los ensayos de transformación de plantas de N. benthamiana permitieron el establecimiento de un protocolo eficiente, mediante el uso de cefotaxime en los lavados de los explantes cocultivados para eliminar el exceso de bacteria, y el uso de carbenicilina en el medio de regeneración. Fue evidente la reducción de la contaminación por reactivación de la bacteria, posiblemente debida a la exposición a los dos antibióticos (Horsch et al., 1985; Silva y Fukai, 2001). El incremento en la concentración de selección a 2 mg/l de PPT, no afecta la regeneración comparada con explantes seleccionados a 0,8 mg/l, y se obtuvo un incremento en la eficiencia de transformación, debido a la reducción de escapes.


  Los genes fueron modificados favoreciendo el uso codónico del maíz. Se espera que la expresión en N. benthamiana sea menor y tenga efecto limitado en el fenotipo bajo condiciones de estrés por sequía. Mittler et al., (2006), determinaron que plantas transgénicas con expresión constitutiva de ZAT10 podrían ser más tolerantes a estrés osmótico. Análisis de RNA blot demostraron que ZAT10 es expresado en respuesta a estrés hídrico (Sakamoto et al., 2000); congruentemente un estudio con microarreglos reveló que ZAT10 es regulado positivamente por sequía (Huang et al., 2008). Genes de soya que codifican para los ortólogos de Arabidopsis DREB1A y DREB1D de la familia AP2_EREBO y ZAT10/STZ de la familia C2H2_Zn inducidos por estrés por sequía, parecen estar involucrados en la regulación de respuesta a sequía durante crecimiento vegetativo en lugar de crecimiento reproductivo (Le et al., 2012).


  Diseño de genes


  El diseño de genes in silico es una estrategia eficiente para desarrollar casetes de expresión funcionales (Villalobos et al., 2006), puede ser más económica comparada con la clonación de genes en el laboratorio, ya que requiere menos tiempo y reactivos, debido a que no se precisa aislar genes y regiones regulatorias, ni el uso de vectores intermediarios, ni de enzimas de restricción y de modificación. Actualmente, los costos en la contratación de síntesis de genes han disminuido notablemente, dependen de la longitud del casete de expresión y pueden incluir su introducción en el vector de transformación. Otra de las ventajas del diseño de genes in silico es la disponibilidad de herramientas en línea, incluso gratuitas, que permiten identificar el ORF del gen, optimizar su uso codónico, traducirlo y compararlo con otras secuencias de bases de datos de genes y proteínas, que minimiza las posibilidades de error en la transcripción y traducción in vivo.


  CONCLUSIONES


  El diseño in silico de genes es una herramienta que favorece el desarrollo de casetes de expresión ya que permite modificar y organizar secuencias in silico tomadas a partir de bases de datos. Una de los aspectos clave del diseño in silico de genes es la posibilidad de modificar el uso codónico para favorecer la expresión de genes foráneos en una especie determinada. Los resultados de este estudio indican que el diseño in silico de los casetes de expresión es eficiente ya que se identificaron plantas transgénicas mediante PCR y se demostró que los transgenes correspondientes a CspB, TaDREB3, AtZAT10 y bar se están expresando. La presencia de plántulas resistentes a PPT es una evidencia indirecta de la expresión del gen bar. Los ensayos fenotípicos no muestran resultados contundentes respecto a la tolerancia a sequía al comparar las plantas transformadas con las plantas control en medio de cultivo con PEG 10 %, sin embargo, se debe tener en cuenta que esto puede estar relacionado con que modificación del uso codónico fue diseñada para maíz, por lo que la expresión en N. benthamiana puede ser menor, reflejándose en el efecto limitado sobre el fenotipo bajo condiciones de estrés por sequía. Sin embargo, en este mismo ensayo se demostró la eficiencia del promotor inducible por estrés en el caso del constructo rab17:TaDREB3.
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  RESUMO


  O presente trabalho teve como objetivos induzir a formação de embriões somáticos in vitro no híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, utilizando diferentes meios nutritivos e avaliar a morfologia interna desses embriões por meio de análises histológicas e histoquímicas. Folhas jovens de plantas cultivadas in vitro foram utilizadas como explantes para indução de embriões somáticos em diferentes meios nutritivos: New Dogashima Medium, contendo ANA (0,537μM) e BAP (4,440μM), acrescido de phytagel e com pH 5,8 (NDM) e o Murashige & Skoog com a metade da concentração dos sais, acrescido de ANA (0,537μM) e TDZ (13,621μM), gelificado com gelrite e o pH 5,2 (½ MS). Embriões somáticos primários foram obtidos aos 90 dias de cultivo no meio ½MS e foram transferidos para o mesmo meio para obtenção de embriões secundários. Os embriões somáticos primários e secundários foram subcultivados para meio MS com metade da concentração de sais, sem fitoregulador submetidos a fotoperíodo de 16 horas, o qual estimulou a produção de clorofila tanto nos embriões primários como secundários, promovendo o desenvolvimento desses em protocormos e posteriormente em plantas. As análises histológicas demonstraram que os embriões somáticos foram formados diretamente das camadas epidérmicas dos explantes, sem passar pela fase de calo, caracterizando embriogênese somática direta. Os métodos histoquímicos utilizados possibilitaram evidenciar a deposição de amido e lipídeos nas células embriogênicas em decorrência de mecanismos fisiológicos, permitindo o desenvolvimento dos embriões primários e secundários em plantas. Portanto, o meio ½ MS acrescido de ANA (0,537μM) e TDZ (13,621μM), gelificado com gelrite e o pH 5,2 promoveu a obtenção de embriões primários e secundários com capacidade para regenerar plantas apresentando características morfológicas semelhantes a planta matriz.


  Palavras-chave: anatomia, cultivo in vitro, histoquímica, orquídea.

  


  ABSTRACT


  The present work had as objectives to induce the formation of somatic embryos in vitro on Phalaenopsis hybrid Classic Spotted Pink, using different nutrient medium and assess the internal morphology of these embryos by means of histological and histochemical analysis. Young leaves of plants grown in vitro were used as explants for induction of somatic embryos in different nutrient medium: New Dogashima Medium, containing ANA (0.537 μM) and BAP (4.440 μM) plus phytagel and with pH 5.8 (NDM) and the Murashige & Skoog with half the concentration of salts, plus NNA (0.537 μM) and TDZ (13.621 μM), jellied with gelrite and pH 5.2 (0.5 MS). Primary somatic embryos were obtained to 90 days of cultivation in half MS and have been transferred to the same means for obtaining of secondary embryos. The primary and secondary somatic embryos were subcultived for MS with half the concentration of salts, without fitoregulator subjected to photoperiod of 16 hours, which stimulated the production of chlorophyll in primary embryos as secondary, promoting the development of those in protocorms and later in plants. The histological analysis showed that the somatic embryos were formed directly from the epidermal layers of the explants, without going through the phase of callus, featuring direct somatic embryogenesis. The histochemical methods used made it possible to highlight the deposition of starch and lipids in cells embriogenics as a result of physiological mechanisms, enabling the development of primary and secondary embryos in plants. Therefore, the medium 0.5 MS Plus ANA (0.537 μM) and TDZ (13.621 μM), jellied with gelrite and pH 5.2 promoted to obtain primary and secondary embryos with ability to regenerate plants showing morphological similar the mother plant.
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  RESUMEN


  El presente trabajo tuvo como objetivos inducir la formación de embriones somáticos in vitro en el híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, utilizando diferentes medios nutritivos, y evaluar la morfología interna de estos embriones mediante análisis histológico e histoquímico. Hojas jóvenes de plantas cultivadas in vitro se utilizaron como explantes para la inducción de embriones somáticos en diferentes medios nutritivos: New Dogashima Medium, contenido de ANA (0.537 mM) y BAP (4.440 μM) además de phytagel y con pH 5.8 (NDM) y el Murashige Skoog con la mitad de la concentración de sales, además de ANA (0.537 μM) y TDZ (13.621 μM), gelificado gelrite y pH 5.2 (½ MS). Se obtuvieron embriones somáticos primarios a los 90 días de cultivo en el medio ½ MS y a estos se les transfirió al mismo medio (½ MS) para la obtención de embriones secundarios. Los embriones somáticos primarios y secundarios fueron subcultivados para MS con la mitad de la concentración de sales, sin reguladores de crecimiento y sometidos a fotoperiodo de 16 horas, lo que estimuló la producción de clorofila tanto en los embriones primarios como en los secundarios, promoviendo el desarrollo de los protocormos y más tarde en las plantas. Los análisis histológicos demostraron que los embriones somáticos fueron formados directamente en las capas epidérmicas de los explantes, sin pasar por la fase de callo, vía embriogénesis somática directa. Los métodos histoquímicos hicieron posible destacar la deposición de almidón y lípidos en las células embriogénicas como resultado de mecanismos fisiológicos, que permiten el desarrollo de los embriones primarios y secundarios en las plantas. Por lo tanto, el medio ½ MS contenido de ANA (0.537 μM) y TDZ (13.621 μM), con gelrite y pH 5.2 permitió obtener embriones primarios y secundarios con capacidad para regenerar plantas con caracteres morfológicos similares a los dela planta matriz.


  Palabras clave: anatomia, cultivo in vitro, histoquímica, orquídea.

  


  INTRODUÇÃO


  A família Orchidaceae pertencente à ordem Asparagales é considerada a maior família em número de espécies de monocotiledôneas (Stevens, 2001), No Brasil, ocorrem 2440 espécie, agrupadas em 240 gêneros, com cerca de aproximadamente 1635 espécies endêmicas (Barros et al., 2013).


  As orquídeas possuem uma distribuição cosmopolita (Batista et al., 2005), apresentando indivíduos de hábitos terrestres, epífitos, rupícolas, saprofíticos (Shiraki e Diaz, 2012) e subterrâneos (Raven et al., 2014).


  Dentre as orquídeas, o gênero Phalaenopsis está entre os mais populares e de maior valor comercial (Lee, 2011), compreende cerca de 66 espécies, em sua maioria epífitas, monopodiais e com folhas suculentas (Tsai et al., 2003). Apresentam colorações, tamanhos e formatos variados provenientes do processo de hibridação, com excelente aceitação no mercado de flores, pois responde bem à indução floral e possui flores com uma longa durabilidade, podendo durar até três meses (Vaz e Kerbauy, 2005; Lee, 2011). Sua propagação vegetativa é lenta, pois a formação de brotos laterais não é comum, sendo a reprodução por sementes a mais utilizada (Minamiguchi e Machado Neto, 2007). As mudas provenientes de sementes não apresentam uma uniformidade morfológica e genética, dessa forma as plantas produzidas vegetativamente podem oferecer maior fidelidade genética (Ishii et al., 1998). Por se tratar de uma planta monopodial, a utilização do ápice caulinar contendo o meristema apical para induzir a propagação vegetativa in vitro, promove a morte da planta. Sendo assim, se faz necessário à indução da morfogênese in vitro a partir de regiões da planta que não comprometam ou impossibilitem a existência da planta matriz (Minamiguchi e Machado Neto, 2007).


  A embriogênese somática (ES) conhecida também como embriogênese adventícia ou assexual, é uma técnica de micropropagação que vem sendo utilizada por muitas espécies de plantas. A ES consiste no processo em que células haploides ou somáticas passam por diferentes estádios embriogênicos dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusão de gametas (Williams e Maheswaran, 1986). Esse processo pode ocorrer por via direta ou indireta. A embriogênese por via direta, ocorre quando a primeira expressão morfogênica é o surgimento de estruturas globulares diretamente no explante, as quais apresentam-se geralmente brancas e translúcidas, caracterizando em embriões somáticos. Enquanto a embriogênese somática indireta, inicia-se com uma diferenciação das células do explante formando calos, que são normalmente brancos e translúcidos, convencionalmente designados de massas ou complexos celulares pró-embriogênicos, os quais se dividem e formam embriões somáticos (Guerra et al., 1999).


  Independentemente do padrão direto ou indireto, as células-mães embriogênicas apresentam um conjunto de características comuns ao comportamento de células embrionárias em processo de divisão. Estas características incluem o tamanho pequeno (100-200μm) das células, conteúdo citoplasmático denso, apresentando núcleo com volume considerado em relação as outras organelas celulares e com nucléolos proeminentes, vacúolos pequenos, caracterizando células jovens e presença de grãos de amido. As propriedades histoquímicas destas células sugerem intensa atividade metabólica e de síntese de RNA (Guerra et al., 1999).


  A embriogênese somática secundária (ESS) ocorre quando novos embriões são formados a partir de embriões somáticos primários (Uzelac et al., 2007; Karami et al., 2008). Há algumas vantagens nesse processo quando comparado à embriogênese somática primária, tais como: a taxa elevada de multiplicação, a independência de uma fonte de explante e a repetibilidade de formação de embriões (Vasic et al., 2001).


  Desse modo, a embriogênese somática, como técnica para propagação clonal, tem sido tema de diferentes estudos, em especial, com abordagens morfológicas e histológicas, para melhor entendimento da caracterização das estruturas iniciais e do desenvolvimento embriogênico em plantas superiores (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Para compreender e avaliar a formação e a viabilidade dos embriões somáticos, se faz necessário identificar a ultraestrutura dos mesmos por meio de análises histológicas e histoquímicas.


  Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo induzir a formação de embriões somáticos in vitro no híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, utilizando meios nutritivos capazes de induzir ES no gênero Phalaenopsis, e avaliar a morfologia interna desses embriões somáticos por meio de análises histológicas e histoquímicas.


  MATERIAIS E MÉTODOS


  Indução de embriogênese primária


  Inicialmente foram utilizadas folhas jovens, com tamanho aproximado de 3 cm, de plantas cultivadas in vitro do híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, mantidas in vitro por 90 dias. Foram retiradas as bordas das folhas deixando segmentos de aproximadamente 1 cm².


  Foram estabelecidos dois tratamentos, segundo as metodologias adotadas por Minamiguchi e Machado Neto (2007) e Chen e Chang (2006) (Tabela 1) para algumas espécies do gênero Phalaenopsis. A metodologia proposta por Minamiguchi e Machado Neto (2007), utiliza o meio NDM (New Dogashima Medium) (Tokuhara e Mii, 1993) contendo ANA (0,537μM) e BAP (4,440μM), acrescido de phytagel e com pH 5,8, denominado Meio NDM e a metodologia proposta por Chen e Chang (2006) faz uso do meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com a metade da concentração dos sais, acrescido de ANA (0,537μM) e TDZ (13,621μM), gelificado com gelrite e o pH 5,2, denominado meio ½ MS). Cada tratamento continha 20 repetições e cada repetição foi composta de um tubo de ensaio contendo uma secção foliar inoculada em 20 mL do meio nutritivo. O experimento foi conduzido em sala de crescimento do Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais da UFRPE, sob temperatura de 25 + 2 oC em ausência de luz durante 90 dias.
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  Indução de embriogênese somática secundária


  Aos 90 dias as estruturas morfogênicas formadas a partir do explante foliar no tratamento ½MS, foram separadas do explante indutor, com cuidado para não ocasionar ferimentos ou danificar as estruturas, utilizando o auxílio de um bisturi e foram inoculadas no mesmo meio indutor ½MS, permanecendo ainda no escuro por mais 60 dias para induzir a formação de embriões somáticos secundários (ESS). Posteriormente, os embriões (primários e secundários) foram transferidos para o meio MS com metade da concentração de sais, na ausência de fitoregulador, e submetidos a um fotoperíodo de 16 horas fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas com intensidade luminosa de 42 µmol. m2 s-1


  Análise histológica dos embriões somáticos


  Para avaliação da morfologia interna em microscopia óptica, foram retiradas amostras de explantes com a presença de estruturas morfogênicas obtidas durante o processo de indução de embriogênese somática primária e secundária. As amostras foram fixadas em FAA 70 por 72 horas e preservadas em álcool etílico 70 % (Johansen, 1940). Posteriormente, o material foi desidratado em série etílica (70 % a 100 %), imersos em xilol, emblocados em parafina e seccionado em micrótomo rotativo (MRP09 LUPETEC), com secções longitudinais, variando entre 5 a 8 µm de espessura. As secções obtidas foram submetidas à dupla coloração composta por Azul de Alcian e Safranina (1:1, v/v) e montados em lâminas permanentes com bálsamo do Canadá (Bukatsch, 1972). A análise e o registro fotográfico dos caracteres anatômicos mais relevantes, foram realizados em microscópio óptico Top Light B2, utilizando-se o software BEL MicroImage Analyser.


  Para a identificação de algumas substâncias nas secções histológicas, foram realizados testes histoquímicos utilizando os seguintes reagentes: sudan IV, para evidenciar e localizar substâncias lipídicas (Pearse, 1961); lugol, para detectar amido (Jensen, 1962) e cloreto férrico, para verificar a presença de compostos fenólicos (Johansen, 1940). As imagens foram registradas em microscópio de luz (COLEMAN).


  O processamento histológico foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais da UFRPE e os testes histoquímicos foram realizados no Laboratório de Anatomia Vegetal pertencente à UFPE.


  RESULTADOS


  Indução de embriogênese somática primária.


  No meio nutritivo NDM durante toda fase de indução de embriões somáticos, não apresentou formação de estruturas morfogênicas, ocorrendo oxidação e necrose completa dos explantes foliares.


  Aos 25 dias de cultivo ocorreu o surgimento de pequenas estruturas arredondadas na face adaxial de explantes foliares no meio ½ MS. Tais estruturas se apresentavam mais evidentes sobre o explante aos 45 dias de cultivo, demonstrando morfogênese direta (Fig. 1A), uma vez que não foi visualizada a presença de calo.
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  Aos 50 dias de cultivo foi possível verificar um crescimento e desenvolvimento das estruturas morfogênicas, bem como o surgimento de novas estruturas em diversos estádios de desenvolvimento, por toda extensão do explante foliar (Fig. 1B), tanto na face adaxial como abaxial (Fig. 1C).


  Indução de embriogênese somática secundária.


  Aos 60 dias de indução da ESS, observou-se a formação de embriões somáticos secundários em estádio avançado de desenvolvimento, tendo a aparência semelhante a um protocormo aclorofilado devido ao cultivo na ausência de luz (Fig. 1D).


  Aos 15 dias de cultivo com luz, parte dos embriões somáticos (primários e secundários) apresentavam em estádio avançado de desenvolvimento, evidenciando os primórdios foliares no ápice do eixo caulinar (Fig. 1E). Na presença da luz, esses embriões começaram a produzir clorofila e consequentemente o desenvolvimento da parte aérea aos 30 dias de exposição à luz (Fig. 1F). Aos 45 dias esses embriões desenvolveram-se em plântulas com folhas bem desenvolvidas (Fig. 1G), bem como o sistema radicular (Fig. 1H).


  Análise histológica e histoquímica dos embriões somáticos


  As análises histológicas permitiram evidenciar o início da formação dos embriões somáticos diretamente sob a superfície do explante foliar. Este início de formação é caracterizado por um aglomerado de células que se desdiferenciaram em células meristemáticas e que se encontram em constante divisão na superfície epidérmica do explante (Figs. 2A-2B). Foi observada a formação das estruturas morfogênicas tanto na face adaxial como na face abaxial do explante (Fig. 2B).
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  As células-mães embriogênicas apresentavam-se em constantes divisões periclinais e anticlinais, e com as seguintes características meristemáticas: tamanho reduzido, indiferenciadas, citoplasma denso e núcleos bem desenvolvidos (Fig. 2A). Posteriormente, estas células foram formando estruturas globulares, caracterizando a primeira fase de formação dos embriões somáticos (Figs. 2B-2C-2D). Estes embriões globulares se originavam diretamente da superfície do explante foliar sem nenhuma conexão com o sistema vascular da folha. Nesses embriões, que já se apresentavam formados, observou-se uma estrutura semelhante a um suspensor, unindo o embrião somático em formação, ao tecido de origem (Fig. 2D).


  Aos 50 dias de cultivo em meio de indução para a formação de embriões, observou-se que os mesmos apresentavam independência do explante foliar (Fig. 2E), provavelmente iniciando a organização deste embrião, porém não apresentavam ainda uma polaridade distinta. Foi observada também a presença de ráfides (cristais aciculares de oxalato de cálcio ou carbonato de cálcio) encontradas no interior de algumas células dos embriões formados, denominadas idioblastos (Fig. 2F). Além disso, pode-se verificar também a ocorrência de ilhotas de procâmbio dispersas pela extensão do embrião, configurando um arranjo poliárquico (Fig. 2G). Os embriões desenvolvidos apresentavam os meristemas primários (protoderme, meristema fundamental e procâmbio) bem como o surgimento de alguns primórdios foliares (Fig. 2H).


  Os embriões maduros apresentavam tecidos mais diferenciados, com primórdios foliares mais desenvolvidos, indicando o processo de regeneração do embrião em plântula (Fig. 2H), além da presença do sistema vascular (xilema e floema) (Fig. 2G). Essas características evidenciam que esses embriões somáticos apresentam capacidade para regenerar plantas completas semelhantes a plantas originadas por embriões zigóticos.


  No que se refere às análises histoquímicas não foi detectado a presença de amido nos embriões primariamente formados, reagindo apenas na área do parênquima do explante foliar que corresponde a uma folha adulta (Fig. 3A). Amido foi observado na região do meristema fundamental que circunda o sistema vascular dos embriões em desenvolvimento (Fig. 3B). Em embriões que já se observava primórdios foliares, pode verificar uma boa quantidade de amido em várias regiões da plântula (Fig. 3B).
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  Quanto às substâncias lipídicas, foram observadas na protoderme do embrião (Figs. 3C-3D), provavelmente cutina, além de pequenas gotículas de lipídeo sob a superfície da cutícula (Fig. 3D). Não foi observado lipídeo no interior do embrião, apenas em seu revestimento.


  DISCUSSÃO


  A oxidação, observada no meio NDM, é considerada um entrave na cultura de tecidos. Esse processo consiste na liberação de compostos fenólicos pelos tecidos, que pode ser uma resposta a vários fatores, como por exemplo, resposta aos ferimentos, altas concentrações de reguladores de crescimento no meio nutritivo ou pela oxidação de polifenois e quininas, conforme observado por Ledo et al., (2002). A oxidação pode causar toxidez, inibir o crescimento, e, eventualmente, ocasionar a morte do explante (Ozyigit et al., 2007).


  As respostas obtidas no meio ½MS acrescido de ANA (0,537μM) e TDZ (13,621μM), gelificado com gelrite e o pH 5,2, aos 25 dias no genótipo estudado, foram similares aos resultados encontrados por Chen e Chang (2006), que trabalhando com o mesmo gênero, com a espécie Phalaenopsis amabilis (L.) Blume e com diferentes associações e concentrações entre ANA e TDZ, obtiveram o surgimento dos embriões somáticos aos 20 dias de cultivo na ausência de luz. Porém, neste trabalho só foi observada a presença de embriões apresentando primórdios foliares aos 45 dias. Diferenças relacionadas ao período de obtenção de embriões podem estar associadas ao genótipo, interferindo diretamente na velocidade do processo de indução de embriões somáticos (Torres, 1999).


  Neste trabalho, quando os embriões primários e secundários passaram a ser cultivados na presença de luz, apresentaram desenvolvimento progressivo, evoluindo para protocormos e posteriormente plantas. Esse comportamento está associado ao fato da luz promover a regeneração do embrião em plantas, logo fatores como intensidade e qualidade (da luz) alteram as concentrações endógenas de fitoreguladores, espessura dos tecidos e atuam na síntese de pigmentos (Xing et al., 2014).


  O sucesso na produção de plantas, a partir de embriões somáticos, depende, por exemplo, do estádio de maturação do embrião e da composição do meio nutritivo (Sharma et al., 1996). Os embriões em estádio avançado de desenvolvimento são praticamente autotróficos e possuem uma menor exigência nutricional (Santos Jesus et al., 2011). A constituição e quantidade dos sais presentes no meio de cultura, o uso de fitoreguladores, fonte de carbono e o tipo de agente gelificante, também podem alterar as propriedades do meio, interferindo na formação de embriões somáticos.


  Análise histológica e histoquímica dos embriões somáticos primários e secundários


  Ao induzir a rota morfogenética da embriogênese somática em explantes foliares de orquídea, Chen e Chang (2006) observaram comportamento similar ao presente trabalho em Phalaenopsis amabilis, ou seja, células meristemáticas em constante divisão sob a superfície do explante, caracterizando o início da formação dos embriões somáticos de forma direta (sem a passagem pela fase de calo), por meio da camada epidérmica do explante. Com o intuito de restringir a perda de água, estas células epidérmicas não deixam espaços entre elas, sendo perfeitamente justapostas (Alquini et al., 2006). Essas células formaram estruturas globulares que se originavam diretamente da superfície do explante foliar, sem nenhuma conexão com o sistema vascular da folha. Estas características configuram uma particularidade dos embriões somáticos, que é a presença de um sistema vascular fechado, sem conexão vascular com os tecidos do explante inicial (Guerra et al., 1999). Resultados semelhantes foram observados por Carneiro et al., (2014), onde não presenciaram a conexão vascular entre os embriões somáticos, confirmando a individualidade dos embriões formados.


  No que diz respeito à estrutura que foi observada semelhante a um suspensor, deve-se considerar que essa é uma estrutura encontrada geralmente em embriões zigóticos, que estabelece grande contato com os tecidos maternos circundantes, provavelmente facilitando o suprimento de nutrientes para o embrião (Capron et al., 2009). Estruturas semelhantes foram encontradas por Ferreira et al., (2005) em Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum., Portillo et al., (2007) em Agave tequilana F.A.C. Weber e Carneiro et al., (2014) em Agave sisalana Perrine ex Engelm.. De acordo com esses autores, foi possível verificar anatomicamente embriões somáticos ligados ao tecido do explante por um suspensor. Resultados obtidos com embriões somáticos de Feijoa sellowiana (O. Berg.) O. Berg (atualmente Acca sellowiana (O. Berg.) Burret) tem demonstrado que existe uma estrutura semelhante a um suspensor que os conectam aos tecidos da planta-mãe (Correia e Canhoto, 2010). A formação, ou não, de uma estrutura semelhante ao suspensor pode estar relacionada a diferentes origens dos embriões somáticos, podendo o mesmo apresentar uma origem unicelular, que geralmente forma um suspensor, ou terem origem multicelular, não formando essa estrutura, sendo apenas provenientes de um grupo de células, que estão ligadas ao tecido da planta-mãe por uma ampla região (Williams e Maheswaran, 1986). No entanto, a formação de um suspensor ou estrutura anexa de embriões somáticos em angiospermas, tem sido bastante questionada devido à insuficiência de estudos mais aprofundados acerca desta estrutura embrionária. Em contrapartida, nas gimnospermas tornou-se um sistema modelo de estudos, como em coníferas (Correia e Canhoto, 2010). Entretanto, George et al., (2008) afirmam que a célula apical passa por sucessivas divisões para originar o embrião, enquanto a célula basal, por meio de divisões anticlinais, formará o suspensor.


  Semelhante ao observado neste estudo, Mayer et al., (2008) ao fazer a comparação anatômica das folhas e raízes de Cymbidium Sw. (Orchidaceae) cultivadas ex vitro e in vitro, também constataram a presença de ráfides no meristema fundamental das plantas cultivadas nos dois ambientes, estando em maior número na planta in vitro. Esse fato pode estar associado a maior disponibilidade e facilidade de absorção dos sais presentes no meio nutritivo. Em orquídeas do gênero Cattleya Lindl. cultivadas ex vitro, também foi observada a ocorrência de idioblastos com ráfides de oxalato de cálcio, por todo o mesofilo (Godoy e Costa, 2003). A presença de cristais de oxalato de cálcio, formados em diferentes órgãos de uma planta, está diretamente associada com a quantidade de cálcio disponível (Zindler-Frank et al., 2001), que pode também estar relacionado com o processo de eliminação do excesso de cálcio (Kostman et al., 2001). Diante do exposto pode-se afirmar que a presença de ráfides nas células do híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, pode estar atrelado a compartimentalização do excesso de sais no vacúolo celular.


  Após a transferência dos embriões para local iluminado, observou-se o desenvolvimento dos tecidos meristemáticos, evoluindo para a formação de tecidos mais diferenciados, como os tecidos primários, como os primórdios foliares. Esse comportamento demonstra a importância da luz na diferenciação dos tecidos e consequentemente no desenvolvimento do embrião em planta.


  Quanto às análises histoquímicas, a ausência de amido nos embriões provavelmente está associada ao estádio juvenil em que se encontravam, além de serem cultivados na ausência de luz durante o período de indução, ausência de um sistema vascular bem desenvolvido e por ainda não apresentarem um metabolismo fotossintético eficiente. O amido é considerado como o principal carboidrato de reserva nas plantas, atuando como fonte de energia para as alterações metabólicas em plantas ou fornecendo moléculas de açúcares para biossíntese de lipídeos, proteínas, antioxidantes e polissacarídeos (Pescador et al., 2008; Gomez-Gonzalez et al., 2010) e como base de energia para o crescimento, regulação da morfogênese e diferenciação celular das plantas, com grande importância na constituição da estrutura da parede celular (Smeekens, 2000). Análises histoquímicas em jabuticaba-branca (Myrciaria sp.) comprovou que o material de reserva de embriões somáticos e zigóticos, era o amido, todavia, os embriões somáticos apresentavam uma quantidade menor dessa reserva comparado com os embriões zigóticos (Motoike et al., 2007).


  No que compete às substâncias lipídicas, foi observada a presença de uma cutícula pouco espessa nos embriões, podendo desempenhar um papel de relativa importância contra a perda excessiva de água, o que facilitará a aclimatização dessas plantas, viabilizando a produção de mudas por meio de embriões somáticos primários e secundários no híbrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink.


  CONCLUSÕES


  O meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962), com a metade da concentração dos sais, acrescido de ANA (0,537μM) e TDZ (13,621μM), gelificado com gelrite e o pH 5,2, proporcionou a formação de embriões somáticos primários e secundários com competência celular para regenerar plantas, a partir de células epidérmicas dos explantes foliares.
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  RESUMEN


  Azadirachta indica, también conocida como neem, es una especie arbórea leñosa perteneciente a la familia Meliaceae, de gran importancia en diversas disciplinas científicas, tales como la forestal y la médico-farmacéutica. Se estableció un método para la propagación in vitro de esta planta, evaluándose como explantes, secciones foliares de vitro-plantas, cotiledones y esquejes. Se emplearon medios semisólidos con combinaciones variables de la citocinina 6-benzylaminopurina (BAP) y las auxinas ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y ácido indolacético (AIA). Se observó la formación de callo regenerativo, a partir del cual se generó embriogénesis somática primaria y secundaria, mediante los reguladores de crecimiento BAP (1,0 mg.L-1) y 2,4-D (0,2 mg.L-1), mientras que la formación de callo no regenerativo fue promovida por concentraciones mayores a 0,3 mg.L-1 de 2,4-D. De los explantes evaluados, la mayor frecuencia de regeneración de plantas (~67 %) se presentó con secciones cotiledonares.


  Palabras clave: cotiledones, embriogénesis somática secundaria, hoja.

  


  ABSTRACT


  Azadirachta indica, also known as neem, is a woody tree species belonging to the Meliaceae family, of great importance in various scientific disciplines, such as forestry, medicinal and pharmacist. It was established a method for in vitro propagation of this plant, evaluating explants as leaf sections of vitro-plants, cotyledons and stem cuttings, using semi-solid medium with various combinations of cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) and auxins 2,4-dicholorophenoxyacetic acid (2,4-D) and indol-3-acetic acid (IAA). Regenerative callus formation was observed, from which primary and secondary somatic embryogenesis was generated by growth regulators BAP (1.0 mg.L-1) and 2,4-D (0.2 mg.L-1), whereas non-regenerative callus formation was promoted by concentrations higher than 0,3 mg.L-1 of 2,4-D. Between the used explants, the highest frequency of plant regeneration (~ 67%) presented from cotyledon sections.


  Keywords: cotyledon, leaf, secondary somatic embryogenesis.

  


  INTRODUCCIÓN


  Azadirachta indica A. Juss., también conocido como "Nim", "Neem", "Margosa", o "árbol del paraíso", es un árbol de la familia Meliaceae, de origen Asiático, que crece en las regiones más secas del sur de la India y de Myanmar (Parrotta y Chaturvedi, 1994), siendo introducida en Venezuela para programas de reforestación de zonas áridas, uso ornamental, como repelente de plagas y como alimento de animales de forrajeo (Urdaneta, 2001; Reyes et al., 2003). Asimismo, es un árbol muy versátil en el ámbito medicinal, siendo empleada en el tratamiento de distintas enfermedades (Allan et al., 1994), por sus propiedades antivirales y antimicrobianas (Kintzios, 2006; Rajasekaran et al., 2008; Sunday y Atawodi, 2009); también se emplea para producción de abonos, insecticidas y fungicidas (Meisner et al., 1981; Pai et al., 2004; Trujillo et al., 2008). Su propagación se realiza a través de esquejes o, mayormente, de plántulas obtenidas por germinación de semillas, las cuales son recalcitrantes, presentando rápidas pérdidas de viabilidad durante el almacenamiento. Los métodos de cultivo de tejidos permiten propagar masivamente esta especie empleando diversos tipos de explantes (Su et al., 1997; Zypman et al., 2001; Chaturvedi et al., 2004; Gairi y Rashid, 2005a; Gairi y Rashid, 2005b). Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el proceso de propagación por embriogénesis somática de A. indica a partir de los resultados obtenidos y publicados previamente (Artigas y Fernández, 2015) a fin de seleccionar el tipo de explante apropiado y el medio de cultivo con mayor frecuencia regenerativa.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Explantes


  Se obtuvieron deplantas adultas de diez años de A. indica, ubicadas en el Campus de la Universidad de Carabobo, Venezuela. Se seleccionaron esquejes de 4 cm de las ramas jóvenes de la parte apical de la copa, secciones cotiledonares extraídas de frutos inmaduros (30 días post antesis; a los cuales se les retiró el epicarpio, mesocarpio y endocarpio) y secciones foliares sin nervadura de vitro-plantas (obtenidas de la germinación in vitro de semillas).


  Desinfección de explantes


  Las semillas extraídas de frutos y los esquejes fueron lavados con jabón líquido comercial disuelto agua estéril por dos minutos y posteriormente con alcohol isopropílico al 70 % durante 30 segundos. Se enjuagaron con agua estéril y desinfectaron con hipoclorito de sodio (Cloro comercial) al 20 % y Tween 20 (1 gota 10 mL -1) durante cinco minutos. Se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril (1 min c/u), seguidos de un último lavado con solución estéril de cisteína al 1%, con el objeto de minimizar la oxidación de los explantes.


  Diseño experimental


  Se utilizó un diseño completamente aleatorizado con 20 réplicas por tratamiento (tres repeticiones), para los tres tipos de explantes utilizados. Cada unidad experimental fue inoculada con tres secciones según el tipo de explante: en frascos para secciones cotiledonares y de esquejes, y en placas de Petri para las secciones foliares.


  Condiciones de incubación y regeneración


  Durante la etapa de inducción los cultivos se mantuvieron en oscuridad continua un mes, entre 25 y 30 °C, y entre 40 y 60 % de humedad relativa. En la etapa de regeneración se mantuvieron bajo el mismo régimen térmico y de humedad, con un fotoperíodo de 16 h luz y ochos horas de oscuridad.


  Medios de cultivo


  Se emplearon las sales de Murashige y Skoog (1962; MS), suplementadas con las vitaminas tiamina-HCl (1 mg.L-1), piridoxina (0,5 mg.L-1) y el aminoácido glicina (2 mg.L-1), se utilizó cisteína-L como agente anti-oxidante (100 mg.L-1), sacarosa al 3 % como fuente de carbono y Agar Powder (Sigma) al 1,8 % como agente gelificante.El pH de los medios se ajustó a 5,8, y se esterilizaron mediante autoclave a 121 °C y 15 Lb pulg-2 durante 25 min. Para la inducción, se evaluó la formación de callos en los distintos explantes, utilizando como reguladores de crecimiento, la citocinina bencilaminopurina (BAP) en combinación con las auxinas ácido indolacético (AIA) o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), en las concentraciones indicadas en la Tabla 1, tomando como referencia las concentraciones usadas por Chaturvedi et al. (2004) y Rafiq y Dahot (2010). Mientras que para la fase de regeneración, los callos se repicaron en el medio antes descrito con solo 0,5 mg.L-1 de BAP como regulador de crecimiento.


  [image: ]


  Evaluación del proceso de inducción


  Se realizóluego de cuatro semanas de iniciado el cultivo, para ello, se calculó la frecuencia de inducción de callos totales (Ct), callos no regenerativos (CNE), callos regenerativos (CR) y plantas regeneradas (PR) para todos los explantes, siguiendo las fórmulas planteadas por Zaidi et al. (2006): Callo total (Ct): número de callos * número de explantes -1; Callo no regenerativo (CNR): número de callos no regenerativos * número de explantes -1; callo regenerativo (CR): número de callos regenerativos * número de explantes -1; Plantas regeneradas (PR): número de plantas regeneradas * número de callos regenerativos -1.


  Evaluación del proceso de regeneración


  Los callos provenientes de la fase anterior se repicaron en el medio previamente descrito con solo 0,5 mg.L-1 de BAP como regulador de crecimiento. Cuatro semanas después se evaluó la frecuencia de inducción de callos totales (Ct), callos no regenerativos (CNE), callos regenerativos (CR) y plantas regeneradas (PR) siguiendo las fórmulas planteadas por Zaidi et al. (2006).


  Caracterización morfoanatómica


  Se realizaron análisis morfológicos e histológicos a las muestras (callos regenerativos y no regenerativos, brotes y embriones somáticos) las cuales fueron fijadas en FAA (formaldehído, ácido acético y etanol 10 %:50 %:5 %) al 50 %, deshidratadas en una batería de alcoholes con cambios cada hora (10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 % y 100 %) y aclarado de las muestras en xilol al 100 % durante tres horas. Transcurrido este tiempo se colocaron en parafina sintética "Paraplast" fundida a 63 °C durante 24 horas, Las muestras se colocaron en bandejas de corte a 4 °C generando bloques que fueron cortados con un micrótomo de rotación automático Leica RM2265. Los micropreparados con secciones de 10 μm de grosor, fueron sometidas nuevamente a tres cambios de xilol al 100 % (cinco minutos cada uno) y dos cambios de alcohol al 100 % (tres minutos cada uno). Por último fueron teñidos empleando la coloración mixta de hematoxilina-eosina de preparación instantánea para lo cual se coloreó primero con las muestras durante cinco minutos con hematoxilina, seguida de un lavado en agua destilada, luego se le agregó alcohol acidificado (una gota de HCl concentrado en 30 mL de alcohol al 100 %) por unos segundos seguido de otro lavado con agua destilada. Luego se le agregó eosina durante 30 segundos retirando el excedente de dicho colorante con agua destilada. El montaje realizado fue semi permanente, sellando los cortes con gelatina glicerina. Para el registro fotográfico de las estructuras formadas en distintas etapas del cultivo se empleó un microscopio estereoscópico Leica MZ75 y para el estudio anatómico se empleó un microscopio compuesto Leica DM1000.


  Análisis estadístico


  Se realizaron análisis de las variables Ct, CNR, CR y PR, para cada explante; se aplicó una ANOVA simple y una prueba a posteriori de comparación de medias de Tukey (5 % de confianza) en la evaluación de la diferencia del efecto de los distintos medios, las distintas condiciones aplicadas y el tipo de explante, utilizando el programa de análisis estadístico PAST (Hammer et al., 2001).


  RESULTADOS


  Las frecuencias de inducción de callo total a partir de cotiledones (Ct) osciló entre 16 y 75 %, con una frecuencia de callo regenerativo (CR) entre 0 y 20 % y de no regenerativo (CNR) fluctuando entre 0 y 78 % (Fig. 1). En cuanto a las secciones foliares de vitro-plantas se apreció una frecuencia de formación de callo total entre 23 y 78 %, evidenciándose también la formación de callos regenerativos con frecuencias entre 23 y 77 % y de callos no regenerativos con frecuencias entre 0 y 10 % (Fig. 2). Para los esquejes se encontró una frecuencia de formación de callo total entre 0 y 26 % siendo éste solo del tipo regenerativo, el cual fue el más bajo en comparación a los otros explantes ensayados (Fig. 3).
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  En relación a la formación de callo, según los análisis morfoanatómicos, se encontró que los explantes podían seguir dos vías principales de desarrollo: organogénesis y embriogénesis somática. Se observó el desarrollo de callo regenerativo de tipo embriogénico (CE), de forma compacta y de coloración verdosa en la superficie de los bordes de las secciones cotiledonares (Fig. 4A), de hoja (Fig. 4B) y de esquejes (Fig. 4C), así como callo no embriogénico (CNE), de apariencia friable, de color marrón opaco (Figura 4D). Del callo embriogénico se diferenciaron embriones somáticos de distintos estadios, hasta llegar a la etapa de germinación (Fig. 4E-F). Otro tipo de callo regenerativo observado, fue el caulogénico, de coloración verdosa en el caso del cotiledón, o blanca en el caso de las secciones foliares, caracterizado por presentar estructuras primarias similares a hojas, denominadas primordios foliares o brotes (Fig. 4G). El callo CNE se caracterizó por presentar células grandes laxamente distribuidas en la masa del callo, de forma irregular con poca densidad citoplasmática (Fig. 4H), mientras que el callo CE presento células isodiamétricas, pequeñas y densas en citoplasma (Fig. 4I). A partir del callo CE, caracterizado por presentar grandes masas proembriogénicas, se diferenciaron de manera indirecta en segmentos cotiledonares y foliares, embriones somáticos, ya sea en grupo (Fig. 4J) o individual de forma fusionada (Fig. 4K) o aislada (Fig. 4L).
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  Con respecto al proceso regenerativo de plantas, se encontraron respuestas variadas según el tipo de explante empleado, oscilando entre 0 y 66 % de aparición. Las mejores respuestas se obtuvieron a partir de cotiledones, con frecuencias entre 43 y 66 %, seguidos por las secciones foliares de vitro-plantas con frecuencias de 22 a 27 %. Bajo nuestras condiciones experimentales no fue posible regenerar plantas a partir de callos provenientes de esquejes, debido a que dicho explante no presentó formación de embriones somáticos o brotes (Fig. 5). En la mayoría de los casos se observó el desarrollo de plantas a partir de la germinación de embriones somáticos diferenciados en el callo embriogénico desarrollado tanto en explantes foliares como cotiledonares (Fig. 6A-6D).
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  DISCUSIÓN


  Proceso de inducción de callo


  Se evaluó un sistema de regeneración in vitro de A. indica empleando diversos explantes, tales como cotiledones, esquejes de plantas maduras y secciones foliares de vitro-plantas. Se observaron en cada uno respuestas distintas según el medio en el cual se establecieron los cultivos. Si bien se observó una gran variabilidad en la frecuencia de formación de callo en los medios evaluados para cotiledones, solo aquellos con combinaciones relativamente bajas en la concentración de BAP y 2,4-D presentaron procesos de embriogénesis somática y organogénesis, llegando a diferenciarse embriones somáticos y brotes. En este sentido, Ranjan (2005) indica que el empleo de citocininas como BAP en combinación con 2,4-D potencian la formación de callos en cotiledones de A. indica, sin embargo, señala que una vez inducida la callogénesis es necesario el cambio de los mismos a medios con concentraciones menores de estos reguladores de crecimiento con el fin de inducir en los explantes procesos de embriogénesis somática, así mismo señala que aquellos callos repicados a medios con altas concentraciones de citocininas (1,5 a 2,4 mg.L-1) responden con la formación de callo no regenerativo. Otros autores indican que el empleo de bajas concentraciones auxinas como reguladores de crecimiento promueve procesos de formación de callos regenerativos de tipo organogénicos, con desarrollo de raíces y que altas concentraciones de estos reguladores, promueven la formación de callo no regenerativo (Su et al., 1997; Kota et al., 2006; Vila et al., 2009; Das, 2011).


  Al contrastar las frecuencias de inducción de callo por explante, obtenidas en este trabajo en A. indica, con las indicadas en otras meliáceas, encontramos resultados similares. Así en secciones foliares, Vila et al. (2003) describen un 45 % de callos caulogénicos al emplear 1 mg.L-1 de BAP con 0.1 mg.L-1 de cinetina y 3.5 mg.L-1 de Sulfato de adenina en Melia azederach, de igual manera, Da Rocha y Quoirin (2004) para este tipo de callo señalan 90 % de caulogénesis al utilizar 1 mg.L-1 de BAP con 1 mg.L-1 ANA en Swietenia macrophylla, asimismo, You et al. (2011) en Cyclamen persicum indican el mismo valor para este tipo de callo con 2 mg.L-1 de 2,4-D y 0.2 mg.L-1 de BAP. Mientras que la formación de callo embriogénico oscila entre 37.5-44.5 % en Toona ciliata empleando solo la citocinina tidiazuron en concentraciones de 0.1-0.25 mg.L-1 (Daquinta et al., 2003; Daquinta et al., 2005). No obstante, De Oliveira et al. (2015) en Carapa guianensis plantean una elevada frecuencia caulogénica (sin indicar el porcentaje) empleando de 1-10 mg.L-1 de 2,-4-D con 1.1 mg.L-1 de BAP. En el caso de los cotiledones, el desarrollo de callos regenerativos que se describe en su mayoría es de tipo embriogénico, así, en el caso del callo caulogénico o con brotes, se induce entre un 87 y 100 % con 1.1 mg.L-1 de BAP y 1 mg.L-1 ANA en Cedrela fissilis (Nunes et al., 2002), mientras que el callo nodular compacto o embriogénico se desarrolla en un 80 % utilizando 3 mg.L-1 de 2,4-D con 3 mg.L-1 ANA en Melia azedarach (Deb, 2001) y con solo 0.05 a 1 mg.L-1 de tidiazuron en Melia volkensii (Mulanda et al., 2014; Mulanda et al., 2015), potenciándose el desarrollo de callo con embriones somáticos secundarios en un 68 % con 1.6 mg.L-1 de TDZ en Semecarpus anacardium (Panda y Hazea, 2012) o 61 % con 0.7 mg.L-1 de ANA en Sorbus pohuashanensis (Yang et al., 2012). Por último, en secciones nodales o esquejes se desarrollaron 85% de callos con brotes con solo 0.5 mg.L-1 de BAP en Melia dubia (Ram et al., 2014).


  El alto nivel de formación de callo regenerativo registrado en secciones foliares es atribuido por diferentes autores a los niveles de auxinas presentes (AIA) en el medio, demostrando que, a niveles relativamente altos (0,5 a 1,5mg.L-1) se potencian los procesos de callogénesis y embriogénesis (Te-Chao y Rugnoi 2000; Giagnacovo et al., 2001; Daquinta et al., 2003; Daquinta et al., 2005). Shekhawat et al. (2009), señalan que el desarrollo del callo embriogénico en hojas puede ser conflictivo cuando hay combinaciones de auxinas como 2,4-D o AIA con citocininas como el BAP, demostrando que al tener concentraciones altas de ambos reguladores de crecimiento, la frecuencia de formación de este tipo de callo se ve mermada, esto puede explicar la disminución observada en el medio H4.


  Del callo regenerativo producido por el explante tipo esqueje, se encontró únicamente callo embriogénico, sin desarrollo de embriones o brotes. Este tipo de procesos, según Chaicharoen et al. (1996), es variable e influenciado mayormente por el empleo de concentraciones mayores de citocininas en combinación con auxinas, sin embargo, diversos autores señalan tener mayores frecuencias de producción de callos al emplear citocininas como el tidiazurón (TDZ) en sustitución del BAP o el 2,4-D (Gairi y Rashid, 2005a; Gairi y Rashid, 2005b; Vila et al., 2009). Asimismo, la adquisición de la competencia embriogénica está determinada dinámicamente a nivel molecular, particularmente por la auxina, como el 2,4-D, que favorece fenómenos de hipermetilación en el ADN de dichas células a nivel de estadios tempranos embriogénicos (Karami y Saidi, 2010).


  Un factor importante a tener en cuenta en el análisis de la frecuencia de inducción es que, luego de la siembra, una gran parte de los explantes resultaba contaminado por hongos, aún luego de haber pasado por un proceso de desinfección, este se desarrollaba desde el explante y luego se extendía al medio, volviendo inviable los cultivos, de tal manera que Parrotta y Chaturvedi (1994) señalan que este tipo de procesos puede ser debido a la contaminación endógena del explante, situación que viene dada por la condición ambiental y genética del mismo.


  Los procesos de inducción pueden variar según el tipo de explante empleado, edad, condición del mismo y el genotipo que éste posea, estos factores son determinantes para la formación de callos regenerativos o no regenerativos, tal como lo señalan Chaturvedi et al. (2003) y Kota et al. (2006) para Actinia indica y Goralski et al. (2005) y Popielarska et al. (2006) para A. deliciosa, otra meliáceae. Así mismo, diversos autores indican que, en cotiledones de A. indica, la formación de masas celulares en la superficie del tejido es un requisito previo para la formación de callos regenerativos (Salvi et al., 2001; Chandra et al., 2010; Das, 2011; Artigas y Fernández, 2015).


  Regeneración de plantas


  Webster et al. (2006) y Shekhawat et al. (2009), señalan que en secciones foliares, la formación de callos embriogénicos es anticipada por el abultamiento del tejido y una consiguiente formación de células pequeñas al borde del explante, lo que facilita el contacto de las células con las sustancias reguladoras de crecimiento, y luego, en la periferia de estas células, se desarrollan embriones somáticos, proceso que fue observado de la misma manera en esta investigación. Pijut et al. (2012), indican también que la formación de callos en esquejes es dada por el abultamiento del tejido en contacto con el medio, seguido por la proliferación de células embriogénicas y de éstas la formación de embriones somáticos, así como también se pueden dar procesos de embriogénesis somática directa, sin embargo, en este estudio no se apreció la formación de embriones somáticos por parte de este tipo de explante.


  Martínez et al. (2001), Gairi y Rashid (2005a), Gairi y Rashid (2005b) y Rodrigues (2009) en A. indica y Rai y McComb (2002) en Santalum album (otra meliácea), señalan que los procesos de embriogénesis somática directa, como los reportados anteriormente, son relativamente raros, no obstante, representan una alternativa ventajosa para los procesos de clonación, ya que, la formación de embriones somáticos directamente sobre el explante, minimiza los cambios genotípicos que se puedan dar por procesos indirectos.


  Por otra parte, la obtención de callo no regenerativo es atribuida a factores hormonales, jugando un papel importante la concentración endógena de hormonas en los explantes y el equilibrio entre auxinas y citocininas en el medio (Te-Chao y Rungnoi, 2000; Das, 2011).


  En líneas generales en cuanto a lo que regeneración se refiere, según el tipo de explante usado, el único tejido en presentar diferencias fue el esqueje por no lograr regenerar plantas en ninguno de sus tratamientos. En relación a esto, Chaturvedi et al. (2003), Rodrigues (2009), Srivastava et al. (2009), Vila et al. (2010), mencionan que en el caso de los cotiledones, la edad del explante condiciona la respuesta de los mismos y que la frecuencia de regeneración es mayor en cotiledones jóvenes o inmaduros ya que no crean asociación al embrión, sin embargo, señalan que la capacidad regenerativa de los mismos no varía en gran medida y que ésta siempre responde de manera positiva con frecuencias de regeneración satisfactorias (60 a 90 %), tal como lo reflejado en este trabajo, sin embargo, el porcentaje de regeneración de plantas está por debajo al reportado por Artigas y Fernández (2015) donde señalan una alta regeneración por embriogénesis somática primaria (96 %) y secundaria (71 %) utilizando secciones cotiledonares de A. indica. Esta respuesta regenerativa por embriogénesis somática primaria es similar a la reportada en otras meliáceas, tales como Melia azedarach con un 90,5 % (Deb, 2001) y Melia volkensii con un 100 % (Mulanda et al., 2014).


  Varios autores (Chaturvedi et al., 2003; Thomas y Chaturvedi, 2008; Srivastava et al. 2009), señalan que para diversas familias vegetales leñosas, entre ellas las Meliáceas, presentan problemas en cuanto a los procesos regenerativos, específicamente en el desarrollo de callos regenerativos, ya que normalmente, por la naturaleza de los tejidos y la condición genética de los mismos, se produce en mayor frecuencia la formación de órganos (raíces y hojas), a través de los cuales se dificulta la regeneración de plantas completas, sin embargo, se ha encontrado que en tejidos como el cotiledón, específicamente en las zonas celulares ricas en sustancias de reserva, se puede obtener callo regenerativo de tipo embriogénico y a partir de éste inducir la formación de embriones somáticos, a través de los cuales es posible la regeneración de plantas completas, lo que concuerda con el proceso establecido en este trabajo.


  Por otra parte, Giagnacovo et al. (2001), Shekhawat et al. (2009), Vila et al. (2009), indican que las secciones foliares poseen también una buena respuesta regenerativa y que ésta viene dada por las concentraciones hormonales y el estado del explante luego de los tratamientos de desinfección, los cuales pierden gran parte de la viabilidad celular, una solución a este tipo de problemas ha sido sugerida por Foan y Othman (2006), mediante la obtención del material vegetal de plantas germinadas in vitro, metodología que fue adoptada para este estudio, exhibiendo buenos resultados, pero en un menor porcentaje de plantas regeneradas que el 76-89 % indicado por Vila et al., (2003) en Melia azederach, lo cual puede atribuirse a que no se incluyó una fase adicional para el enraizamiento de los brotes diferenciados en los callos. En el caso de los procesos regenerativos en esquejes, los resultados obtenidos en este trabajo difieren con los presentados por Salvi et al., (2001), Gairi y Rashid (2005a), Gairi y Rashid (2005b), quienes han logrado la regeneración con frecuencias relativamente buenas (40 a 70 %), aunado a esto, Martínez et al., (2001) han empleado esquejes de vitro-plantas, lo que supone una ventaja al momento del cultivo, pues no están sujetos a condiciones ambientales que puedan afectar su estado fisiológico. En este trabajo, la baja frecuencia de formación de callo, puede atribuirse a los procesos de contaminación endógena o también a la necrosis que presentaron los explantes, los cuales afectan directamente el desarrollo del mismo, tal como señalan Zypman et al., (2001) y Srivastava et al., (2009).


  De los tres explantes empleados, solo dos (cotiledón y secciones foliares de vitro-plantas) tuvieron formación de embriones o brotes de los cuales se pudieron regenerar plantas, así mismo se evidenció que en los cotiledones los procesos de formación de callo regenerativo y embriogénesis, son promovidos por BAP (1mg.L-1) y 2,4-D (0,2 mg.L-1), mientras que mayores concentraciones de 2,4-D inducen a la formación de callo no regenerativo.


  CONCLUSIONES


  Se lograron establecer sistemas de regeneración eficientes mediante embriogénesis somática directa e indirecta, a partir de cotiledones y secciones foliares de vitro-plantas en A. indica. Los esquejes solo desarrollaron callo regenerativo en medios con altas concentraciones de AIA (1,5 y 2 mg L-1) sin formación de embriones somáticos o brotes. En los cotiledones se presentó la mayor frecuencia regenerativas, observándose que los procesos de formación de callo regenerativo y de embriogénesis somática, tanto directa como indirecta, son promovidos por la citocinina BAP a una concentración de 1 mg L-1 y el por el 2,4-D a una concentración de 0,2 mg L-1, mientras que el desarrollo de callos no regenerativos es favorecida por concentraciones altas de 2,4-D (> 0,3 mg L-1). Con las secciones foliares de vitro-plantas se determinó que el tiempo mínimo en el proceso de regeneración de la planta es de 30 días, pudiendo así establecer un sistema a mayor escala como en bio fábricas, a fin de propagar masivamente plantas con características elite, tales como el mayor rendimiento del importante bio insecticida azadiractina.
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  ABSTRACT


  Red-tail coral snake (Micrurus mipartitus) is a long and thin bicolor coral snake widely distributed in Colombia and is the coral that causes the majority of accidents in the Andean region, so it is important to keep this species in captivity for anti-venom production and research. However, maintaining this species in captivity is very difficult because it refuses to feed, in addition to the high mortality rate due to maladaptation syndrome. In this study a force feeding diet, diverse substrates for maintenance and a milking technique were evaluated. Additionally, individual variability of the venom was determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and Coagulant, Anticoagulant and Hemolytic activities. The results of this study demonstrate that it was possible to increase the survival rate of this species in captivity and to determine some of the important factors in the maintenance. As to the individual variability of the venom, we found differences in number and intensity of peaks recovered by chromatography and also displayed variations in some of its biological activities.


  Keywords: antivenom, force-feeding, mortality.

  


  RESUMEN


  La coral "rabo de ají" es una coral bicolor larga y delgada. Esta especie está ampliamente distribuida en Colombia y es la coral que causa el mayor número de accidentes en la región Andina, por esto es importante mantener esta especie en cautiverio con fines de producción de antivenenos e investigación. No obstante, el mantenimiento de esta especie en cautiverio es difícil, debido a que se rehúsan a alimentarse voluntariamente y a que presentan alta mortalidad por el denominado síndrome de mal adaptación. En este estudio se evaluaron varios sustratos para el mantenimiento, además de una dieta forzada y una técnica de ordeño. Adicionalmente, se evaluó la variabilidad individual del veneno a través de cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC), electroforesis (SDS-PAGE) y las actividades coagulante, anticoagulante y hemolítica indirecta. Los resultados de este estudio demostraron que fue posible incrementar la sobrevivencia de esta especie en cautiverio, así como determinar algunos factores importantes en su mantenimiento. A partir de la evaluación del veneno se encontraron diferencias en el número y en la intensidad de picos en la cromatografía, así como en algunas de sus actividades biológicas.


  Palabras clave: alimentación forzada, antiveneno, mortalidad.

  


  INTRODUCTION


  The genus Micrurus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) is distributed from the southern United States to Central and South America as far as northern Argentina (Campbell and Lamar, 2004). There are about 70 species living from level sea to 3000 m above sea level. Its diet is poorly understood, but it shows preference for small, limbless animals with elongated appearance such as snakes, lizards, some fish and amphisbaenians (Jackson and Franz, 1981; Roze, 1996; Da Silva and Aird, 2001; Campbell and Lamar, 2004).


  Colombia is the third American country with the greatest biodiversity of coral snakes. Twenty-eight species of coral snakes have been reported (Sarmiento Acuña, 2012) showing a wide distribution: the western, central and eastern Andes ranges, including the valleys and the eastern slopes of the Cordillera Oriental; the Sierra Nevada to the north and Gorgona Island in the Pacific. They dwell in the mountain forests up to 2700 m and are commonly found near human settlements (Schmidt, 1955; Roze, 1996; Campbell and Lamar, 2004).


  Accidents caused by coral snake bites in Colombia do not exceed 3 % (Otero et al., 2001; Castrillón-Estrada et al., 2007; Heredia, 2009; Sarmiento Acuña, 2012), causing neurotoxic symptoms due to the molecular low weight neurotoxins that bind to endplate receptors generating flaccid paralysis, which cause respiratory arrest (Castrillón-Estrada et al., 2007; Sarmiento Acuña, 2012). Although myotoxic and indirect hemolytic activity in M. mipartitus venom in vitro studies had been demonstrated, it had not been clinical evidenced (Otero et al., 1992, Renjifo et al., 2012). Bites caused by coral snakes are generally classified as severe and their treatment involves the administration of a specific antivenom because it is known that cross-neutralization between the venoms of the Micrurus species is of low magnitude, forcing produced anti-venoms with high neutralizing capacity that can be used against venoms for most species of coral snakes (Rey-Suárez et al., 2011).


  Micrurus mipartitus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) is a long and thin coral snake with black, white (or yellowish) rings on body and a red parietal band and two - four red rings on tail. In northwestern South America is commonly known as "rabo de ají" o "rabo de candela" (Campbell and Lamar, 2004). One important aspect while keeping this species in captivity is the production of anti-venoms and researching its toxins. However, it is known that the maintenance of many species of Micrurus in captivity is difficult, largely due to the lack of knowledge of its natural habits in the wild and the consequential difficulty of capture (Ciscotto et al., 2011) Additionally, the feeding process in captivity is difficult because a maladaptation syndrome (Roze, 1996; Chacón et al., 2012; Renjifo et al., 2012).


  The known natural diet of M. mipartitus consists of snakes and lizards, including Atractus werneri, Lepidoblepharis sanctaemartae and some individuals of Amphisbaenians (Campbell and Lamar, 2004). However, individuals who have been in captivity have never voluntarily fed on young individuals of Mastigodryas sp., Liophis sp., Atractus sp. or Typhlops sp. adults (dead or alive). Additionally, the coral snakes had never lived more than six months in captivity in our institution and the known life expectancy for Micrurus specimens rarely exceeds one year (Chacón et al., 2012). Therefore, it is necessary to evaluate alternatives to standardize protocols for the maintenance of these species in captivity. The scope of this study is to evaluate different approaches on captive maintenance and characterize the individual variability of venom in adult individuals of Micrurus mipartitus, since there is little knowledge on the venom composition and action for this species and the importance of producing specific antivenoms (Rey-Suárez et al., 2011; Rey-Suárez et al., 2012, Renjifo et al., 2012).


  MATERIALS AND METHODS


  Animals and captivity


  Animals from the Southwestern region of Antioquia were received and housed in the Serpentarium of Universidad de Antioquia - UdeA (Research permission AMVA No. 0000504, May 5th, 2009). Twelve adults of M. mipartitus (six females and six males) were housed individually in plastic boxes (43 cm long x 31.3 cm width, 18 cm high). Boxes were labeled with identification tag (ID) and water ad libitum was provided. Each animal was assigned an ID (Table 1). All quarantine protocols established by Serpentarium were followed. Recommendations of the Ethics Committee for Animal Experimentation (CEEA) from Universidad de Antioquia were followed. Weight, total length and sex were determined, they were also dewormed with Fenbendazol as unique doses (Carpenter, 2005). As part of the protocol, the clinical status and weight were monitored every ten days before feeding. The animals were kept under the environmental conditions of Medellín city; temperature 16-28 °C and 50-65 % relative humidity (IDEAM, 2005).
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  Diet


  The feeding process was based on the force-feeding technique described by Fowler (1981). The animal was positioned vertically and a lubricated 8 gauge Nelaton® probe was inserted as far as the first quarter of the animal. The food was introduced slowly and then the probe was gently extracted. The animal's belly was massaged while maintaining it in upright position for a few minutes to avoid regurgitation. A diet for critical care A/D Hill's Prescription diet® and water 1:1 (Carpenter, 2005) supplemented with 1/8 teaspoon Esencial® (Holliday Laboratories) was used. The administered volume was determined for each animal; 2 mL for every 15 g snake weight and 3.5 to 4 mL for a 30-40 g snake weight at every ten-day interval. In cases in which an animal was found sick or had weight loss, force-feeding was performed every five days until the animal regained its previous weight. After this happened it was returned to the ten day-frequency used for the healthy animals.


  Substratum


  To determinate what type of substratum offered the best conditions of humidity, temperature and refuge, we evaluated three types of substrates: vermiculite, a coconut substrate for reptiles (Eco earth®, ZooMed) and corrugated cardboard with a shelter made of the same material. Each substrate was evaluated for four animals; they were randomly assigned to the type of substrate. Using a thermohygrometer kit (Cole Parmer 37951-00, Vernon Hills, Illinois) twice daily, humidity and temperature inside boxes with different substrates were monitored.


  Milking


  The animals were milked at an every 20-day interval. They were divided in two groups. The first group was induced to bite on a vial covered with Parafilm®. The second group was induced to bite on a vial covered with Dacron. Venom was collected and identified individually in two consecutive milkings to analyze individual variation in this species. Collected venom was immediately lyophilized and stored at -70 °C.


  In vitro individual venom characterization and biological activities


  Venom from seven adult coral snakes (four females and three males) was evaluated through high performance liquid chromatography (HPLC) using the method described by Rey-Suárez et al., (2011); thus 2 mg of each venom (except one snake of which only 1.6 mg was obtained) were diluted in 200 μL of 0.1 % trifluoroacetic acid (TFA, A solution), centrifuged at 7000 g for seven minutes and loaded on a Pinnacle DB C18 column (5 μm 250 x 4.6 mm) using a Shimadzu chromatograph. Elution was performed at 1 mL/min by applying a gradient solution B (acetonitrile, containing 0.1 % TFA) as follows: 5 % B for five minutes, 5-15 % B over ten min, 15-45 B over 60 min, and 45-70 % B over ten min. Absorbance was monitored at 215 nm. Each fraction was manually collected into vials and was subsequently dried in a vacuum centrifuge (Vacufuge plus, Eppendorf) for further characterization.


  The higher peaks obtained of HPLC were from two venoms with similar chromatogram profiles to describe Rey-Suárez et al., (2011) and two venoms with different chromatogram were evaluated through 15 % polyacrylamide gel electrophoresis in sodium dodecyl-sulfate (SDS-PAGE) in non-reducing conditions. Protein bands were visualized using Coomassie brilliant blue R-250 staining.


  The coagulant, anticoagulant and indirect hemolytic activities were evaluated to six whole venoms. The coagulant activity was tested by adding 20 μg (in 50 μL of phosphate-buffered saline; PBS; 0.12 M NaCl, 40 mM sodium phosphate, pH 7.2) to 200 μL of citrated human plasma, previously incubated at 37 °C. The clotting time was determined in a coagulometer (Human Clot Junior ®). The anticoagulant activity of venoms was tested by preincubating 20 µg (in 50 μL PBS) with 500 µL of citrated human plasma for ten minutes at 37 °C in the double boiler. Finally 50 µL of 0.25 M CaCl2 was added and the clotting time was measured.


  Indirect hemolytic activity was performed using the erythrocyte-egg yolk method (Gutiérrez et al., 1988). Venom (2 μg/16 μL PBS) was added to agarose-yolk-erythrocyte gels. The plates were incubated at 37 °C for twenty hours and the hemolysis halo was measured individually. Assays were done in triplicate. PBS and Bothrops asper (Garman, 1883) venom were used as negative and positive control respectively.


  Statistical Analysis


  An analysis of variance (ANOVA) for repeated measurements with Bonferroni correction, a t-test for the mean difference, a chi square to evaluate association and non-parametric Mann Whitney test in IBM SPSS Statistics Version 20 (N° 9988-003-2014, Licensed Material-Property of IBM Corp) was performed. A value of p ≤ 0.05 was considered statistically significant.


  RESULTS


  Captive conditions


  Forty-one percent (n=5) of the animals that were received during the study (12 months) increased the rates of survival to six months in captivity (UdeA Serpentarium record). In addition, tree of them survived more than a year, one of which is still alive, with greater survival to 33 months.


  Mortality rate was 58.3 %. Major causes of death were drowning (8.3 %, n=1); asphyxia (16.6 %, n=2); septicemia (16.6 %, n=2); maladaptation syndrome (41.6 %, n=5) and unknown cause (16.6 %, n=2). The frequency of the pathologies found in captivity was: parasitism 16.6 % (n=2) [Kalicephalus spp. (n=2) and Trichomonas spp. (n=1)]; rostral abrasion 41.6 % (n=5); dysecdysis 33.3 % (n=4); weight loss at least once in captivity 58.3 % (n=7) and dermatitis 58.3 % (n=7). Topical therapies for sick animals were used, because its low weight difficult the dosage of many drugs. Also literature reports about the toxicity of some drugs in this species are scarse.


  Diet evaluation


  Nine of 12 animals were able to maintain or increase their weight during the time they remained in the study. As shown in table 1, four of the five animals that increased the survival rate over six months, increased their weight in captivity in relation to the weight of arrival date. Furthermore, it was concluded there was not variation in the weight of the animals administered with food (p= 0.561). Although weight gain of the animals was observed, it was not statistically significant.


  Substratum evaluation


  The average temperature was similar for three substrates evaluated (Table 2). Respect to the humidity, Eco earth® substrate for reptiles showed highest average 84.89 % (79.07-90.71 %) following by vermiculite 80.75 % (72.40-89.10 %). Although the cardboard substrate had the lowest average humidity 71.05 % (65.28-76.82 %) this is within the relative humidity range described for M. mipartitus (Campbell and Lamar, 2004).


  [image: ]


  When we compared substratum type with the presence of any disease, it was concluded that there was no association between dysecdysis and substratum (p=0.687); however, substratum and dermatitis were correlated (p=0.012). All animals that had contact with Eco earth® substrate (n=4) developed dermatitis. Also, 75 % (n=3) of the animals that were in contact with vermiculite developed this pathology, contrasted with zero individual in the cardboard substrate.


  The presentation of rostral abrasion, a common problem in captive reptiles and stress-related entity, was independent of the type of substrate used (p=0.254).


  Milking


  At the end of one year of monitoring, the Parafilm® membrane was demonstrated less traumatic because the snakes did not develop oral lacerations or secondary stomatitis. Also this membrane allowed for the proper collecting of venom that was released by the snake. In contrast, the Dacron membrane did not collect venom because the fangs of M. mipartitus are very small and did not pierce this membrane. As shown in table 3, some variation in the amount of venom collected in two milking sessions was observed. The volume of venom range was 4 to 14 µL. Also, there were no sexual differences in the venom volume collected (p=0.074). Thus the mean volume for females was 13 µL (11.4-14.6 µL) and for males was 16.3 µL (13.8-18.8 µL).
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  Individual venom characterization and biological activities in vitro


  In the HPLC, 18 to 21 fractions were collected for each venom sample. The venom chromatographic profiles obtained from each specimen were similar in relationship to the number of peaks (Fig. 1). However, a marked difference in peak intensity of some specimens was observed. The peaks were distributed mainly in the region corresponding to three finger type toxins and phospholipases regions, according to the description by Rey-Suárez et al. (2011) for this species. The number of peaks in the region of three-finger type toxins ranged from six to nine; it agreed with gel electrophoresis that showed protein bands with molecular mass of ~10 kDa. Some specimens, however, evidenced some differences, for example specimens 4260, 4283 and 4235 showed less peaks in this region. Particularly, snake number 4260 did not evidence the peak eluting at ~30 min.
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  The number of peaks corresponding to phospholipase region ranged from five to eight. It agreed with gel electrophoresis that showed protein bands with molecular mass of ~15 kDa. Snake 4271 showed the lowest number of peaks in this region, while snakes 4241, 4260 and 4235 had the highest number of peaks.


  In the SDS-PAGE the fractions eluted between ~30 and 39 min showed the bands of ~10 kDa molecular mass, which is characteristic of three-finger type toxins. Peaks collected from ~40 min, the region of phospholipases, showed bands with molecular masses ranging from 10 to 20 kDa. Peaks collected between ~60 and 70 min corresponded to 15 and 35 kDa protein bands for snake 4241. Snakes 4282, 4260 and 4283 showed protein bands with 15 and 25 kDa molecular masses. The last peak eluting at ~82 min corresponded to a protein band between 50 and 60 kDa for snakes 4241, 4283 and 4282. The last peak for snake 4260 corresponds to a protein band of ~ 35 kDa.


  Venom of M. mipartitus specimens no induced coagulation of plasma up to 30 min., but all showed some anticoagulant activity with some differences (p=0.023) (Table 4). Thus, all venoms increased clotting time between 0.23 to 4.35 minutes compared to control. Snake 4260 had the highest anticoagulant activity, increasing clotting time up to 4.35 min compared to control. Furthermore, hemolytic activity of venom from specimen 4260 was statistically significantly higher than that of other animals; 4260 vs. 4272 (p=0.002), 4260 vs. 4282 (p=0.002), 4260 vs. 4283 (p=0.003), 4260 vs. 4241 (p=0.002) and 4260 vs. 4255 (p=0.002).
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  Additionally, all venoms caused hemolysis, however venoms from specimens 4260 and 4241 developed the highest hemolytic halos. No significant differences between the hemolysis halos were statistically observed (p=0.229).


  DISCUSSION


  Although the idea of feeding snakes in captivity is based on providing their natural prey (Nist, 1994), it is very common that coral snake kept in captivity refuse the food offered to them (Roze, 1996). Inadequate temperature maintenance has also been associated with anorexia in captive snakes (Kauffeld, 1953). However, the average temperature in Medellin (23 °C) is suitable for the requirements of M. mipartitus (Campbell, 1973; Roze, 1996; Campbell and Lamar, 2004).


  A feeding alternative in captivity is to provide linear fragments of fish or beef impregnated with the smell of natural prey, and offer food after the ecdysis process (Kauffeld, 1953). Also, a frozen fish diet (small and thin size species) that in some cases commercially available was described by Nist (1964), and fillets of Tilapia (Oreochromis sp.) fish were used by Chacón et al. (2012). Prior to feeding the fish was thawed for subsequent feedings to the snake. Chacón et al. (2012) found that a fish-based diet promoted a significantly higher survival time of M. nigrocinctus in captivity. However, a dietary regimen similar to the one described in this study was unsuccessfully used in the UdeA Serpentarium. Nevertheless, this technique was considered impractical and non-viable as permanent diet in captivity because of the high levels of thiaminase frozen fish can have, thus inducing thiamin deficiency if used solely, which causes typical neurological symptoms (Mader, 2006). However, Chacón et al. (2012) kept coral snakes fed solely on fish diet until 168 ±21 weeks.


  When there is no possibility to provide a natural diet, conditioning to feeding on dead prey, a force-feeding is recommended (Nist, 1964). Therefore, due to the difficulty of obtaining natural prey and voluntary feeding at UdeA Serpentarium, it was decided to use a forced diet as previously recommended by Fix and Minton (1976) and Fowler (1981). A diet based on A/D® Hill's with mineral and vitamin supplement was used in this work and provided satisfactory results. This diet was chosen because have highly digestible ingredients and extra calories, preserving lean body mass and also have a soft consistency that facilitates tube feeding. This diet was described by Carpenter (2005) as alternative diet for anorexic carnivore's reptiles and it was recommended by a colleague with experience in maintaining of American coral snakes. Table 1 shows that the supplied diet allowed to maintain and/or increase the weight of the animals in captivity, one important aspect is to keep coral snakes for more than six months in captivity in the UdeA Serpentarium.


  One coral snake is still alive, reaching 33 months in captivity and it is the first report for Colombian M. mipartitus.


  The complications that can result from forced feeding, such as trauma or esophageal and/or stomach rupture and regurgitation are known (Fowler, 1981). In this study we used a lubricated ten gauge Nelaton® probe, which is the right size for this coral snake to avoid trauma to the lung and esophagus, and also to prevent the folding of it. Only regurgitation was observed during the first feeding. Trauma or rupture was not observed during necropsies performed on snakes that died during the study. The pathologies that occurred in captivity and gastrointestinal parasites observed in snakes quarantined agree with those described by Mader (2006) and Pasmans et al. (2008).


  All evaluated substrates offered appropriate conditions of temperature and humidity for the species (T: 26 °C, H: 70-85 %) according to the report by Campbell (1973), Roze (1996) and Campbell and Lamar (2004). Coral snakes maintained on cardboard remained more active while animals that were in the Eco earth® and vermiculite substrates remained calmer because these substrates allowed coral snakes to make caves and hideouts. This agrees with the natural behavior of this species; they spend a lot of time under the shelter (Jackson and Franz, 1981; Campbell and Lamar, 2004). However, it is important to note that the substrates that retained more moisture required frequent maintenance and strict disinfection. Furthermore, they were more susceptible to environmental fungi colonization.


  According to what was described by Fix and Minton (1976), the technique of milking with Parafilm® membrane yielded a good amount of venom released by the snake, and not cause trauma to the snake mouth. The results of venom evaluation and the volume of venom range (4 to 14 µL) were consistent with what was previously described by Rey-Suárez et al. (2011). However, several venoms showed some variations in chromatographic and electrophoretic profiles, related to the number of peaks eluting in the region of three-finger type toxins, which varied between six and nine and in the region of Phospholipase A2 from five and eight. Specimens that showed fewer peaks corresponding to the region of three-finger type toxins showed the highest number of peaks in the region of Phospholipases A2 (4235 and 4260 specimens).


  In addition there was a particular case in the venom of snake 4260, in which the peak eluting at ~30 min was not observed. According to Rey-Suárez et al. (2012) this peak corresponds to the "Mipartoxin", a three-finger type toxin that showed high lethality. It would be important to determine if the venom lethality of this specimen may be lower in relation to the other specimens. Regarding to electrophoresis, the first fractions collected (before 28 min) did not contain proteins, as no bands were evident, which is based on what was described by Rey-Suárez et al. (2011).


  The indirect hemolytic and anticoagulant activity evaluated is related to the presence of Phospholipases A2 in the venoms (Kini, 1997). In this study all venoms showed their effect. Nevertheless, venoms from specimens 4241 and 4260 had a higher hemolytic activity, and they had the greater number of peaks in the chromatogram region of phospholipases. In the same way, all venoms showed anticoagulant activity, but specimen 4260 presented the highest clotting time to 261 seconds related to control. In the same way Kopper et al. (2013), reported differences in the PLA2 enzyme activity of venoms from 13 M. tener tener specimen.


  The intra-specific variations of venoms have been related to animal factors including phylogeny, geographic origin, age, sex and favorite prey (Da Silva and Aird, 2001). In this study venom variability between sexes was not found (results are not shown). This agrees with what was described by Kopper et al. (2013) with M. tener tener in another study. The inter-specific variability in the venom has been described in 49 Micrurus spp. It has been related to prey preference since all venoms tested were more toxic to natural prey than to those which were not (Da Silva and Aird, 2001).


  Gutiérrez et al. (1992), found inter-specific variability in the myotoxic activity of venoms of eleven species of Micrurus. In addition, Da Silva and Aird (2001) considered that the coral snakes may be intra-population, inter-sub specific and inter-specific variability in the composition of their venoms. Another study that evaluated M. frontalis, M. surinamensis, M. lemniscatus and M. nigrocinctus venoms found variations in the anticoagulant and phospholipase A2 activity (Cecchini et al., 2005). This venom variability is an important factor to low cross-reactivity of polyvalent antivenoms of coral snakes (Ciscotto et al., 2011).


  Individual variability in snake's venoms has been described in other genus such as Crotalus durissus cumanensis (Aguilar et al., 2007), Echis spp. (Barlow et al., 2009) and Sistrurus spp. (Gibbs et al., 2009). A recent study that evaluated the individual venom variability of a Texas coral snake (M. tener tener) concluded that there is an inverse relationship between volume and total protein concentration, although not found variations in the electrophoretic profiles of individuals (Kopper et al., 2013). In the same study was found that phospholipase A2 activity differed greatly among individuals. However, a correlation with gender in the venom volume or total protein concentration was not found, but females always produced less volume of venom (Kopper et al., 2013).


  CONCLUSION


  The results of this study support that the diet used prolonged the lifetime of M. mipartitus in captivity. Also, allowed to progress in the standardization of the maintenance of this species. However, further studies are required to improve their living conditions in captivity in order to reduce the mortality of this species and maladaptation syndrome. On the other hand, we expect to establish a venom bank that allows to produce antivenom and to improve the prognosis of people who are bitten by this species.
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  RESUMEN


  Para evaluar la composición, abundancia y distribución de los crustáceos decápodos en la cuenca del río Sinú, departamento de Córdoba (Colombia), se estudiaron ocho localidades: cuatro en el río Sinú y cuatro en el complejo cenagoso del bajo Sinú. Para ello, se realizaron seis muestreos entre abril de 2005 y mayo de 2006. En total se registraron 458 crustáceos decápodos distribuidos en tres familias, seis géneros y ocho especies. La familia mejor representada fue Trichodactylidae con cuatro géneros y cuatro especies, seguida de Palaemonidae con un género y tres especies, mientras que de la familia Atyidae solo registró una especie. Especies como Macrobrachium carcinus y M. acanthurus, presentaron el rango más amplio de distribución, siendo características tanto para el río Sinú como para el CCBS. Entre las especies identificadas, Atya crassa en el río Sinú y Trichodactylus quinquedentatus en el CCBS son nuevos registros para el departamento de Córdoba.


  Palabras clave: Brachyura, camarones, cangrejos, distribución, ecología, fauna colombiana.

  


  ABSTRACT


  To review the composition, abundance and distribution of decapod crustaceans in the Sinu river basin, Department of Cordoba (Colombia) eight locations were studied: four on the Sinu River and four in the Low Complex Swampy Sinu. For that, six samplings between April 2005 and May 2006 were made. In total 458 decapod crustaceans were recorded distributed into three families, six genus and eight species. The family best represented was Trichodactylidae with four genus and four species, followed by Palaemonidae with one genus and three species, while family Atyidae recorded only one species. Species such as Macrobrachium carcinus and M. acanthurus presented the wider range of distribution for both the Sinu River as the Low Complex Swampy Sinu. Among the identified species Atya crassa in the Sinu River and Trichodactylus quinquedentatus in the Low Complex Swampy Sinu are new records for the Department of Cordoba.


  Keywords: Brachyura, Colombian fauna, crabs, distribution, ecology, shrimps.

  


  INTRODUCCIÓN


  El conocimiento de la diversidad de crustáceos decápodos en Colombia, se ha centrado fundamentalmente en los ecosistemas marinos, por su parte la información sobre los decápodos de agua dulce en el país, está representada por 132 especies de las familias Palaemonidae, Atyidae, Trichodactylidae y Pseudothelphusidae (Campos, 2014). De los pocos estudios de ecología en decápodos, se destacan los realizados en camarones del género Macrobrachium para Colombia, incluyendo algunos registros para Córdoba (Valencia y Campos, 2004; Valencia y Campos, 2007); asimismo, se registra por primera vez algunos cangrejos y camarones de agua dulce en ecosistemas acuáticos en el territorio de Córdoba (Campos, 2005; Dueñas et al., 2012). Campos (2010a) presentó los resultados del estudio de crustáceos decápodos en las ciénagas de Ayapel, Lorica, El Porro y Cintura, Córdoba, y Quirós et al. (2012) registraron a Potimirin potimirin en la localidad de Puerto Escondido, Córdoba.


  En Colombia los ambientes acuáticos advierten una progresiva degradación de las fuentes de agua continental, y factores como la contaminación, deforestación y sedimentación han llegado a afectar significativamente las comunidades de decápodos, especialmente aquellas con un intervalo limitado de distribución geográfica (Cumberlidge et al., 2009; Dueñas et al., 2012). Recientemente, el cangrejo de agua dulce Neostrengeria macropa se incluyó en el libro rojo de los invertebrados de Colombia como especie vulnerable (VU) en los alrededores de lagunas o embalses de la Sabana de Bogotá (Campos, 2005). Por otro lado, la introducción accidental o intencional de especies foráneas, es una amenaza para la fauna nativa que en la mayoría de los casos, afecta negativamente la estructura y composición de las comunidades acuáticas así como en su funcionamiento a escala local y regional (Rodríguez y Suárez, 2001).


  Con el fin de aportar al conocimiento de los crustáceos decápodos en el departamento de Córdoba, esta investigación ofrece información acerca de la composición, abundancia y distribución de esta fauna en dos sectores de la cuenca del río Sinú, teniendo en cuenta en un sector el río Sinú y en el otro el complejo cenagoso del bajo Sinú (CCBS).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Área de estudio


  La cuenca del río Sinú está ubicada al noreste de Colombia, entre las coordenadas 7o49'-9o26' N y los 75o20'-76o29' O (Palacio y Restrepo, 1999). El río Sinú, con 415 km de longitud, nace en el nudo del Paramillo a más de 3000 m s.n.m. y su cuenca hidrográfica se extiende por 13700 km2 hacia el mar Caribe, de los cuales 12200 km2 están en el departamento de Córdoba y los otros 1500 km2 pertenecen al departamento de Antioquia (Palacio y Restrepo, 1999). La cuenca del río Sinú se divide en sectores geomorfológicos que condicionan su dinámica y evolución (Acosta, 2013), con un régimen de precipitación de tipo unimodal biestacional y distintos niveles promedio anual: Alto Sinú 4000 mm, Medio Sinú 1400 mm y Bajo Sinú 1225 mm (Serrano, 2004).


  Muestreos


  Se realizaron seis muestreos entre abril-2005 y mayo-2006, distribuidos en los dos periodos climáticos del año. Se recolectó material en ocho estaciones de muestreo, cuatro estaciones se ubicaron a lo largo del río Sinú; Tierralta, Garzones, Cotocá y Lorica (Fig. 1A) y otras cuatro en el CCBS; La Pacha, Baño, Lorica y Momil (Fig. 1B). La captura de los crustáceos decápodos se realizó de manera manual entre la vegetación riparia o cerca de los cuerpos de agua, también se utilizó para la recolección una red de mano y un chinchorro camaronero con abertura de malla de 1,2 cm. Los especímenes recolectados fueron preservados en etanol al 70 % y rotulados para su posterior determinación taxonómica.
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  Los especímenes fueron identificados con base en las claves taxonómicas de Escobar (1979), Rodríguez (1992), Magalhães y Türkay (1996), Valencia y Campos (2004), Campos (2005) y Valencia y Campos (2007), y posteriormente depositados en la colección de Crustáceos del Instituto de Ciencias Naturales (ICN-MHN-CR 2375, 2376, 2380, 2382-2385) y el Laboratorio de Zoología de la Universidad de Córdoba (LZUC-ARCR 0,001-0,008).


  Análisis de los datos


  Para estandarizar los muestreos realizados en el río Sinú y el CCBS, se realizaron curvas de rarefacción, las cuales permitieron hacer comparaciones de la abundancia y el número de especies entre los sectores de estudio; estas curvas se construyeron usando el programa PAST 1.90 (Hammer et al., 2001). El esfuerzo de muestreo y los valores de riqueza específica fueron evaluados con las curvas de acumulación basadas en el número de especies por muestreo, utilizando EstimateS 9.1. (Colwell, 2013). Con el fin de evaluar la diversidad alfa en cada sector, se calcularon los índices de uniformidad de Pielou (U), dominancia de Simpson (λ) y diversidad de Shannon-Wiener (H'), a través del programa PRIMER-E v6 (Clarke y Gorley, 2006).


  Asimismo, se estimó el coeficiente de complementariedad propuesto por Colwell y Coddington (1994). Los valores de este índice oscilan entre cero cuando ambos sitios son idénticos en composición de especies y uno cuando el listado de especies es totalmente distinto.


  RESULTADOS


  Se registró un total de 458 especímenes incluidos en tres familias, seis géneros y ocho especies de crustáceos decápodos en el área de estudio. La familia con la mayor riqueza de especies fue Trichodactylidae con cuatro géneros y cuatro especies: Trichodactylus quinquedentatus, Sylviocarcinus piriformis, Bottiella medemi y Poppiana dentata (Fig. 2A-D), seguido de Palaemonidae con un género y tres especies: Macrobrachium acanthurus, M. carcinus y M. olfersii (Fig. 2E-G), y finalmente Atyidae con una especie: Atya crassa. Entre las especies identificadas, A. crassa (Fig. 2H) para el río Sinú y T. quinquedentatus para el CCBS, son nuevos registros para el departamento de Córdoba.
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  Para el río Sinú se registraron 213 individuos pertenecientes a tres familias y cinco especies de decápodos (Tabla 1): Palaemonidae (tres especies), Trichodactylidae (una especies) y Atyidae (una especie). La especie más abundante fue S. piriformis (63,8 %), seguida de M. carcinus (23,5 %), M. acanthurus (6,6 %), M. olfersii (4,2 %) y A. crassa (1,9 %) (Fig. 3A). Mientras que, para en el CCBS se registraron 245 individuos pertenecientes a dos familias, Trichodactylidae (cuatro especies) y Palaemonidae (dos especies). T. quinquedentatus fue la especie más abundante (46,5 %), seguida de B. medemi (26,1 %), M. acanthurus (22,4 %), M. carcinus (3,7 %), P. dentata (0,8 %) y S. piriformis (0,4 %) (Fig. 3B).
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  Las curvas de rarefacción presentaron una pendiente baja, que indica una poca riqueza de especies, principalmente en el río Sinú. El CCBS mostró una curva de mayor pendiente y riqueza específica, el cual es concordante con el mayor valor de diversidad calculado con el índice de Shannon-Wiener (H') para este sitio (Fig. 4). El estimador no paramétrico Bootstrap indicó que la representatividad del inventario estuvo por encima del 90 % para el río Sinú y del 80% para el CCBS, mostrando una alta eficiencia de los muestreos en el área de estudio (Fig. 5A-B). La complementariedad o recambio promedio, indica que la fauna de crustáceos decápodos tiene alrededor del 50 % de similitud en composición de especies entre los dos sectores estudiados (Tabla 2).
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  El valor de uniformidad fue ligeramente mayor en el CCBS (U = 0,68), lo cual fue consistente con el valor del índice de Shannon-Wiener (H'= 1,77). El mayor valor de dominancia se registró en el río Sinú, tomando como base el índice de Simpson (λ = 0,47). Esto se explica porque del total recolectado en este ecosistema lótico, el mayor porcentaje (63,8 %) de los individuos pertenece a la especie S. piriformis (Tabla 2). Se encontró que de las ocho especies de crustáceos decápodos registradas, tres de ellas estuvieron representadas en los dos sectores de muestreo (M. acanthurus, M. carcinus y S. piriformis). El CCBS mostró como especie exclusiva a P. dentata, mientras que para el río Sinú lo fue A. crassa.


  En el río Sinú, Tierralta (E1) registró la mayor abundancia de M. olfersii, a diferencia de Lorica (E4), en la cual, se destacó M. acanthurus. La especie S. piriformis mostró la mayor abundancia en Cotocá (E3), y el menor valor en Garzones (E2). Es importante anotar, que en las cuatro estaciones, M. carcinus presentó abundancias similares, mientras que la familia Atyidae fue la menos destacada (Fig. 6). En el CCBS, en todas las estaciones de muestreo excepto Momil (E8), se registró un dominio de T. quinquedentatus, mientras que en esta última, se destacó por su abundancia, la especie M. acanthurus. En La Pacha (E5), Lorica (E7) y Momil (E8), se presentó una abundancia relativamente similar de B. medemi, mientras en Baño (E6) se registró solamente, un individuo de la especie S. piriformis (Fig. 6).
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  DISCUSIÓN


  Esta investigación constituye uno de los primeros esfuerzos de estudios taxonómicos y ecológicos que aportan al conocimiento de los decápodos en la cuenca hidrográfica del Sinú, con ocho especies de decápodos registrados. Este valor no difiere al de los registros documentados por estudios realizados en Casanare y la región de Acandí, Colombia (Triana y Campos, 2007; Campos, 2010b), los cuales registraron seis especies. El número total de especies, tanto de cangrejos como de camarones, fue menor al compararlo con el estudio de Pereira et al. (2009), donde recolectaron en la cuenca del río Orinoco (Colombia-Venezuela) un total de 46 especies de decápodos dulceacuícolas, 25 camarones y 21 cangrejos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el número de especies varía de acuerdo con las características ambientales del área y el tamaño de la muestra, por lo que es difícil establecer comparaciones entre los diferentes estudios realizados en Colombia.


  La relación entre la riqueza observada y la estimada con el índice Bootstrap, con 92,9 % para el río Sinú y 86,6 % para el CCBS, indican que los muestreos fueron representativos (Soberón y Llorente, 1993), aunque para el CCBS los índices podrían haber sobreestimado su riqueza, por la influencia de las especies raras (Longino et al., 2002). Es probable que algunos camarones como M. carcinus y M. acanthurus, se comporten como especies generalistas en la elección del hábitat y ocupen desde áreas rocosas con fuertes corrientes de agua, hasta zonas intervenidas con alta sedimentación y cobertura de plantas acuáticas flotantes, características presentes en la cuenca del río Sinú (Cataño et al., 2008; Pérez et al., 2015).


  Las diferencias observadas entre los dos sectores pueden ser explicadas principalmente por la disponibilidad de hábitat, los recursos alimenticios, la sedimentación y las características del sustrato, los cuales tiene incidencia directa sobre las especies de crustáceos decápodos en la cuenca del río Sinú (Quirós et al., 2010). La diversidad más alta se presentó en el CCBS, lo que parece indicar la influencia de la cobertura vegetal en la distribución de los decápodos en ecosistemas lénticos (Collins et al., 2006). El índice de complementariedad entre los dos sectores analizados, permiten determinar un bajo porcentaje de especies de decápodos compartidos, sugiriendo que cada sector alberga una fauna en particular, lo que podría explicar una mayor tasa de recambio de especies.


  En todas las estaciones del río Sinú se capturó S. piriformis, lo que la hace una especie típica a lo largo de todo el gradiente altitudinal estudiado. Campos (2005) ubicó a esta especie en un intervalo de 120 a 570 m s.n.m., contrastando con la distribución registrada en el presente estudio (12 y 90 m s.n.m), lo que sugiere la presencia de esta especie en un intervalo altitudinal más bajo, el cual, es de gran importancia para este crustáceo, como área de crianza y protección de las larvas.


  A lo largo del río Sinú, algunas especies de palemónidos como M. carcinus y M. acanthurus, son de importancia comercial para los pobladores de la región por su abundancia y tamaño, incrementándose su consumo durante la época seca, situación que concuerda con la registrada en Acandí (Choco) por Triana y Campos (2007). Las hembras ovadas de estos camarones utilizan los tributarios y efluentes para realizar sus migraciones hacia las partes más bajas del río, con el fin de liberar sus larvas en condiciones ambientales favorables (Jalihal et al., 1993; Rome et al., 2009). Este proceso de alta conectividad entre la zona alta, media y baja del río Sinú, se debe al mayor volumen de agua durante la época de lluvias; en contraste con la separación que se presenta entre varias localidades del río durante la época seca. Este patrón coincide con la redistribución en abundancia de algunas especies de palemónidos a lo largo del río y es similar a lo propuesto por Mejía-Ortiz y Álvarez (2010) entre diferentes zonas del río Huitzilapan, México.


  Esta situación es importante para los pobladores que aprovechan los meses de menor volumen de agua (época seca) para llevar a cabo la captura de camarones de grandes tallas como M. carcinus y M. acanthurus e incluso de atyidos, un caso similar al registrado por Triana y Campos (2007) en la región de Acandí, donde en encuestas elaboradas a los pobladores de la zona, revelan la captura y consumo de estas mismas especies, durante la época seca del año.


  En el CCBS se observó una mayor abundancia de cangrejos de la familia Trichodactylidae, la cual sugiere la posibilidad de poblaciones mejor adaptadas a condiciones de mayor carga orgánica y sustratos con una mayor incidencia de factores dinámicos. Según Collins et al. (2006) y Quirós et al. (2010), las raíces sumergidas y tallos de las plantas acuáticas vasculares de las ciénagas, proporcionan numerosos hábitats, refugio y alimento, ofreciendo una gama de alternativas para ser colonizadas por un gran número de cangrejos y otros crustáceos, justificando las altas abundancias T. quinquedentatus y B. medemi en las estaciones que conforman este sector.


  La riqueza de cangrejos de agua dulce (Trichodactylidae) en la cuenca del río Sinú fue relativamente similar al compararla con la evaluación ecológica rápida realizada en algunos países de Sudamérica, donde registraron cuatro especies (uno Pseudothelphusidae y tres Trichodactylidae) en la cuenca alta y media del río Caura, Venezuela (Magalhães y Pereira, 2003); cinco especies (tres Pseudothelphusidae y dos Trichodactylidae) en el río superior Essequibo, Guayana (Lasso et al., 2003); cinco especies (dos Pseudothelphusidae y tres Trichodactylidae) en la parte alta del río Cuyuní, Venezuela (Mora-Day et al., 2009); cuatro especies (uno Pseudothelphusidae y tres Trichodactylidae) en el río Pastaza, Ecuador y Perú (Magalhães, 2005); tres especies (uno Pseudothelphusidae y dos Trichodactylidae) en la confluencia de los ríos Orinoco y Ventuari, Venezuela (Pereira y García, 2006); y tres especies (uno Pseudothelphusidae y dos Trichodactylidae) en el río Coppename, Surinam (Pereira y Berrestein, 2006). Estas comparaciones, especialmente cuando se toman en consideración el área cubierta por los estudios anteriormente mencionados, revelan que la cuenca del río Sinú, con sus cuatro especies de cangrejos de agua dulce, puede ser considerada como un sistema relativamente pequeño y medianamente diverso.


  CONCLUSIONES


  Las poblaciones de crustáceos decápodos de agua dulce residentes en la cuenca del río Sinú difieren en relación con la abundancia de especies, particularmente porque S. piriformis dominan en el río Sinú, mientras que M. acanthurus lo hace en el complejo cenagoso del bajo Sinú. La riqueza y abundancia de especies fue mayor en el CCBS probablemente por el alto número de hábitat y abundantes recursos alimenticios para los crustáceos decápodos. Finalmente, entre las especies identificadas, A. crassa para el río Sinú y T. quinquedentatus para el CCBS, son nuevos registros para el departamento de Córdoba.
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  ABSTRACT


  Polychaetes play a significant role in benthic communities' ecology; they dominate the infauna, recycle nutrients from the water column and are commonly used as biological indicators. Along the Gulf of Urabá (Colombian Caribbean), particularly for the zones of the Marirrío Bay and the Rionegro Cove, there are no reports about ecological aspects of polychaete species; only a few taxonomic studies have been conducted. In this research we evaluate the relationship between polychaete species associated with red mangrove roots, Rhizophora mangle, and some physicochemical variables of the water column; also, we made some notes about the spatial distributions of polychaetes species within the two study areas. We found that the environmental variables that best explain polychaetes community segregation are the dissolved oxygen and electrical conductivity; temperature seems to have not a significant effect. In terms of spatial distribution, we found that Alitta succinea, Capitella cf. capitata and Ficopomatus miamiensis occupied the inner, middle and outer zones for both study area and seasons, while Stenoninereis sp. 1 (rainy and dry season) and the exotic polychaete Ficopomatus uschakovi (rainy season) were found just in Rionegro Cove. Finally, the species Nicolea modesta is registered by first time for the Gulf of Urabá, Colombian Caribbean.


  Keywords: Capitella cf. capitata, estuaries, exotic species, Ficopomatus uschakovi, polychaetes ecology.

  


  RESUMEN


  Los poliquetos tienen un papel importante en la ecología de las comunidades bénticas, dominan la infauna, reciclan nutrientes de la columna de agua y son comúnmente usados como indicadores biológicos. En el Golfo de Urabá (Caribe Colombiano), específicamente para las zonas de Bahía Marirrío y Ensenada de Rionegro no existen estudios sobre la ecología de los poliquetos, solo se han desarrollado algunos estudos taxonómicos. En esta investigación se evaluó la relación entre algunas variables fisicoquímicas y las especies de poliquetos encontradas. Adicionalmente, se realizaron algunas observaciones sobre las distribución espacial de estas especies en las dos zonas de estudio. Se encontró que las variables que mejor explican las segregación de las especies de poliquetos fueron el oxígeno disuelto y la conductividad eléctrica; la temperatura no tuvo un efecto significativo. En términos de distribución espacial se encontró que las especies Alitta succinea, Capitella cf. capitata y Ficopomatus miamiensis ocuparon las zonas interna, media y externa de las dos áreas de estudio en las dos temporadas de muestreo; mientras que Ficopomatus uschakovi (temporada de lluvia) y Stenoninereis sp. 1 (ambas temporadas) fueron registradas solamente la Ensenada de Rionegro en diferentes temporadas. Finalmente, las especies Nicolea modesta es registrada por primera vez para el Golfo de Urabá.


  Palabras clave: Capitella cf. capitata, ecología de poliquetos, estuarios, especies exóticas, Ficopomatus uschakovi.

  


  INTRODUCTION


  Polychaetes play an important role in benthic communities' ecology; they are commonly used as biological indicators of marine pollution due to their food habits, nutrient recycling in the water column, and their strategic position in food webs (Garay et al., 2002). These organisms are mainly benthic, dominating numerically the infauna, and responding easily to the environmental disturbance; for example, some species increase their abundance while the organic pollution increases, but others species have the opposite behavior (Salazar-Vallejo, 1991; Guerra-García and García-Gómez, 2004).


  In the Colombian Caribbean Sea, the polychaetes studies have been restricted to the northern and central coasts. The researchers have focused mainly on taxonomy (see Laverde-Castillo and Rodríguez-Gómez, 1987; Dueñas, 1999; Londoño-Mesa et al., 2002; Báez and Ardila, 2003; Bolaño-Lara et al., 2005; Londoño-Mesa, 2011; Arteaga-Flórez et al., 2014; Arteaga-Flórez and Londoño-Mesa, 2015; Molina-Acevedo and Londoño-Mesa, 2015). However, studies such as Moreno (2002) and Romero-Murillo and Polanía (2008) have presented some ecological aspects in polychaetes, for example, analysis of the taxocenosis process of Polychaeta, Mollusca and Crustacea in red mangrove areas. In particular, Fernández-Rodríguez and Londoño-Mesa (2015) state the need to improve ecological research about polychaetes in Colombia that provides the bases to do more complex studies such as ecotoxicology and bioaccumulation.


  Along the Gulf of Urabá, particularly for the zones of the Marirrío Bay and the Rionegro Cove (South Colombian Caribbean), there are no reports about ecological aspects of polychaete species, only a few taxonomic studies have been conducted (Arteaga-Flórez, 2010; Arteaga-Flórez et al., 2014). Thus, this is the first ecological research about polychaetes in the Gulf of Urabá. We focused on the relationship between polychaete species associated with red mangrove roots, Rhizophora mangle L., and some physicochemical variables of the water column as temperature, dissolved oxygen concentration, and electrical conductivity, in Marirrío Bay and Rionegro Cove, to evaluate if there is species segregation related to these variables. Also, we made some observations about the spatial distributions of polychaetes within the two study areas. Finally, in this study, variables such as organic matter or grain size are not showed since the data analyzed here belongs to two different projects in which their objectives were also different. Then, we used the common variables from each sampling to do the analysis.


  MATERIAL AND METHODS


  Study area


  The Gulf of Urabá is located in the south end of the Colombian Caribbean (Fig. 1), between Chocó and Antioquia departments. The coastal contour has a shoreline length of 600 km between Tiburón Cape (frontier line with Panamá) and Caribaná Point. It presents a "U"-shaped morphology and it is one of the largest entries of the Caribbean Sea (Blanco-Libreros et al., 2010), forming the second largest estuary in Colombia. Within the Gulf, the high flow of the Atrato River affects the water circulation dynamics, with freshwater from the river flowing in a surface level, and salt water from the gulf entering in a deeper level in the estuarine areas (Blanco-Libreros et al., 2010).


  [image: ]


  In the Gulf, the coastline is dominated by Rhizophora mangle (red mangrove), Laguncularia racemosa L. (white mangrove) and Avicennia germinans L. (black mangrove) (Blanco-Libreros et al., 2010) forming a diverse mangrove forests that favor biodiversity. Marirrío Bay and Rionegro Cove, two important bays in the Gulf, are considered contrasting in terms of contribution of marine water, freshwater, sediment deposition and industrial or domestic waste (Blanco-Libreros et al., 2010), due to their distance from the river mouths, as well as for their location inside the Gulf. In this region, the economy is based on the banana plantations on a large scale that cover 9607 ha of the territory. The banana production is daily exported abroad from the Colombia Bay Port by international ships; which helps in the dispersion of exotic species (García-Valencia, 2007).


  Marirrío Bay is located to the southwestern side of Gulf of Urabá, between Colombia Bay and Pichindí Mouth, close to the area of influence of Leoncito Arm, the southernmost mouth of the Atrato River. There are a few studies about the dynamic of macroinvertebrate communities associated to the red mangrove roots (Ortíz and Blanco, 2012) (Fig. 1A).


  Rionegro Cove is already a costal lagoon, located in the northeastern side of the Gulf of Urabá, between Urabalito Mouths, and Arenas Point. It is favored by the refraction of waves at Caribaná Point, making it an important biological region (García-Valencia, 2007) (Fig. 1B).


  Fieldwork


  Since the data analyzed here belongs to two different projects, the numbers of sampling points are different in each season. Sampling protocols and methods were the same for each survey.


  The first sampling was taken in April of 2010, corresponding to dry season. A total of ten stations were sampled: six in Marirrío Bay (Fig. 1A) and four in Rionegro Cove (Fig. 1B). The second sampling was carried out during November 2012, corresponding to rainy season. A total of 12 stations were sampled: six in Marirrío Bay (Fig. 1A) and six in Rionegro Cove (Fig. 1B). Sampling stations were taken in the outer, middle and inner zone of each body of water. Physicochemical variables (temperature, dissolved oxygen and electrical conductivity) were measured at 1 m deep using an YSI multiparameter sensor.


  Samplings were conducted according to the following process: (i) Selection of the submerged roots unfixed to the substrate from R. mangle trees. Sediment around the roots was not considered. (ii) Cutting of 1-5 roots from different trees. (iii) Roots fixation in formalin-sea water solution 10 %.


  Laboratory work


  Roots were processed as follows: (i) formalin was removed by multiple freshwater exchanges, using a 250 μm sieve, in order to retain the specimens; (ii) invertebrate specimens were selected and removed from roots bark and solution, using tweezers; (iii) invertebrate specimens were preserved in 70 % ethanol; (iv) invertebrates were separated into higher-level taxa (e.g. phylum, class, family), and (v) polychaetes were identified according to Fauchald (1977) for family and genera, and de León-González et al., (2009) for family, genera and species. Finally, all the specimens were properly deposited at the Colección Estuarina y Marina de la Universidad de Antioquia (CEMUA).


  Data analysis


  For the biocenosis analysis, we plot the most abundant species to illustrate the species proportions in three zones of each study area (e.g. inner, middle, outer) for both seasons.


  Due to the unbalanced sampling, data could not be compared regarding the spatial-temporal variations. Then, relationships between environmental variables and the most abundant species were analyzed by a multivariate ordination technique (canonical correspondence analysis, CCA). Considering the small group of environmental variables, we did not use Collinearity or stepwise regression analyses to select the most representative variables used in CCA. We run this analysis for both study areas and seasons using the free software PAST.


  RESULTS


  Taxonomic comments


  A total of 855 polychaete specimens were examined, belonging to six families, nine genera and ten species (Table 1).
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  The taxonomic identification included the revision of original and/or subsequent redescriptions of every species; names were corroborated according to World Register of Marine Species (WoRMS) or specialized literature.


  Seven taxa were identified to species level (Table 1), three taxa were only identified to genus level due to diverse circumstance; for example, the specimen belonging to Boccardia sp. 1 had small body size (0.5mm), and specimens belonging to Stenoninereis sp. 1 and Namalycastis sp. 1 had morphological characters that were not consistent with literature; thus, new species could be derived from them. In the case of Capitella cf. capitata (Fabricius, 1780) the morphology of the specimens analyzed agree with Warren (1976) and Frontana-Uribe and Solís-Weiss (2011); however important details of the prostomium noted by Blake et al., (2009) could not be observed due to the small body size of the specimens, thus, in this research our specimens were considered as Capitella cf. capitata. Finally, in this study we follow the combination Alitta succinea (Leuckart, 1847) according to Villalobos-Guerrero and Carrera-Parra (2015) and Read and Glasby (2016).


  Biocenosis analysis


  For the dry season in Rionegro Cove the most abundant species was A. succinea with 49 specimens followed by Platynereis mucronata de León-González, Solís-Weiss and Valadez-Rocha, 2001 (14), Ficopomatus miamiensis (Treadwell, 1934) (9), Stenoninereis sp. 1 (2), Parasabella lacunosa (Perkins, 1984) (1) and C. cf. capitata (1). In particular, A. succinea was present in all zones (Fig. 2A) while P. mucronata, P. lacunosa and Stenoninereis sp. 1 were recorded just in the external zone of Rionegro Cove, and F. miamiensis was recorded in the outer and middle zone (Fig. 2A). In the same season, for Marirrío Bay the most abundant species were F. miamiensis and A. succinea with 82 and 67 specimens, respectively; these species were present in the whole bay (Fig. 2C). In particular, F. miamiensis dominated the middle zone, whereas A. succinea dominated in the outer zone (Fig. 2C). Species such as Boccardia sp. 1, Nicolea modesta Verrill, 1900 and P. lacunosa were found in the inner and outer zone of Marirrío Bay with just one specimen per species respectively. Finally, the species N. modesta is registered by first time in the Gulf.
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  For the rainy season in Rionegro Cove, the most abundant species was Ficopomatus uschakovi with 176 specimens followed by F. miamiensis (66), Stenoninereis sp. 1 (90), A. succinea (48), C. cf. capitata (23). Ficopomatus uschakovi (Pillai, 1960) dominated the outer and middle zone while Stenoninereis sp. 1 dominated the inner zone (Fig. 2B). It should be noted that when F. uschakovi and F. miamiensis where found in the same zone and sampling station, F. uschakovi was the most abundant species. In the same season, for Marirrío Bay, the most abundant species was F. miamiensis with 141 specimens followed by A. succinea (77), C. cf. capitata (6) and Namalycastis sp. 1 (1). Ficopomatus miamiensis dominated the inner zone and A. succinea dominated the middle and outer zone (Fig. 2D). It should be note that just the middle zone presented a greater number of species (C. cf. capitata, F. miamiensis, Namalycastis sp. 1 and A. succinea).


  Fauna and environmental relationships


  The relationship between polychaetes community and environmental variables are shown in the CCA (Fig. 3); only the first axis was statistically significant for polychaetes abundance (p < 0.05; eigenvalue: 0.46) and accounted 83.38 % of the total variance. The relationship between environmental variables and the first ordination axis, considering the most abundant polychaetes species, were high for conductivity (R: 0.86) and dissolved oxygen (R: -0.511). From the CCA (Fig. 3), it can be observed that sampling stations are forming two groups. One composed of stations located in Rionegro Cove in the rainy season (Group 1: stations 1-3), and a second group composed of stations located in Rionegro Cove in the dry season and Marirrío Bay for both seasons (Group 2: stations 4-12). Additionally, F. uschakovi and C. cf. capitata show a general affinity for conductivity but with different signs. The same scenario was observed for A. succinea and F. miamiensis with dissolved oxygen.
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  DISCUSSION


  In this research, the most abundant species were F. miamiensis, A. succinea and F. uschakovi. In particular, F. miamiensis and A. succinea were found during the two sampling events in both study areas, which suggest that they are tolerant to a wide range of the physicochemical conditions; for example, F. miamiensis showed a significant relationship with dissolved oxygen for the dry season in Marirrío Bay. The behavior of F. miamiensis in the Gulf agrees with the observations of Tovar-Hernández and Yánez-Rivera (2012) in the Mexican Pacific where specimens of F. miamiensis presented a wide range of different levels of oxygen, salinity, and temperature.


  In the case of A. succinea, this species was found in sympatry with all the species recorded in this study; this species has been registered on mangrove roots in the northern Colombian Caribbean in zones with anthropic impact (Londoño-Mesa et al., 2002; Arteaga-Flórez and Londoño-Mesa, 2015). In particular, the high abundance of A. succinea in the Gulf could be explain in terms of its optimal reproduction temperature; for example, some authors state that A. succinea presents a high mass reproduction events in temperatures >20 °C (Villalobos-Guerrero, 2012); if considering that the mean temperature of the Gulf is 28 °C (García-Valencia, 2007), this scenario could produce frequent reproduction events; however this hypothesis should be proved in future studies.


  On the other hand, F. uschakovi was only recorded for the rainy season in Rionegro Cove. This species is considered an exotic species, and it was first registered in the Colombian Caribbean by Arteaga-Flórez et al., (2014); given the physicochemical conditions under this species was found, we can consider it as euryhaline and eurythermal. Also, F. uschakovi was found in greater proportions in areas with the lowest percentage of dissolved oxygen. This exotic polychaete was observed forming conglomerates of calcareous tubes as reported by de Assis et al., (2008) and in sympatry with F. miamiensis. Probably, these two species are competing for food and space on R. mangle roots as was suggested by Arteaga-Flórez et al., (2014).


  Capitella capitata is a species known for being an euryhaline species and for its great resistance to living in environments with high organic matter concentration (Méndez, 1993; Méndez, 2006). However, in this research we could not ensure that our specimens are truly C. capitata since the key morphological characters suggested by Blake et al., (2009) could not be observed using a traditional microscope, then, determinant conclusions about the ecology of C. cf. capitata could not be proved.


  The two groups of sampling stations observed in the CCA (Fig. 3) could be explained based on the circulation system of each study area. For example, Marirrío Bay and Rionegro Cove have been considered as contrasting areas. In particular, Marirrío Bay has a few water refills; this fact provides to the surface water an oligohaline and/or mesohaline character, due to the action of trade winds from the north and northeast, which exert a force that promotes retention of freshwater solids. In the rainy season, these winds are weaker and blow to the south, so the sediment in the Atrato and other rivers remain confined into Colombia Bay (Ortíz and Blanco, 2012), thus Marirrío Bay remains isolated without water exchange (Group 2 in CCA; Fig. 3). Meanwhile, Rionegro Cove is exposed to seawater from the north of the country due to a background and local wave conditions. In rainy season, Rionegro Cove receives surface runoff into the cove from nearby rivers (e.g. Mulatos River) and swamps (e.g. Marimonda and El Salado) bringing dissolved solids into the cove. Also the outer zone of the cove tends to present an "opening" phenomenon, where the R. mangle trees yield to the force of ocean waves increased the entrance area to the cove (Group 1 in CCA; Fig. 3) (Blanco-Libreros et al., 2010; Escobar, 2011). However, in dry season this area remains almost isolate without water exchange because R. mangle trees occupied the main part of the entrance (Group 1 in CCA; Fig. 3) (Blanco-Libreros et al., 2010). These hydrodynamics events affect the diversity and abundance of polychaetes species as noted by Santi and Tavares (2009) and as well as was observed in this research, in where the two study areas present differences in species segregation (Fig. 2).


  According to our data, in terms of the environmental preferences, polychaetes species seems to be more related to conductivity and dissolved oxygen levels than temperature, which can be explained by the tropical characteristics of the area, where the surface temperature does not present greater changes throughout the year. Additionally, conductivity and dissolved oxygen are the variables that most varied throughout year in the Gulf (Blanco-Libreros et al., 2010; Ortiz and Blanco, 2012), then, is expected that polychaetes species are well adapted to these conditions as observed by Dafforn et al., (2013).


  CONCLUSIONS


  A major taxonomic resolution and sampling are needed to improve polychaetes species identification; for example, the morphological characters of Boccardia sp.1, Namalycastis sp. 1 and Stenoninereis sp.1 did not matched with literature, then, is possible that new species could be derived from them. Despite of the identification problems of C. cf. capitata, this species may be key for the right understanding of organic matter dynamics in Rionegro Cove and Marirrío Bay. Then, we suggest increase taxonomical efforts to confirm the identity of these organisms, to use them as biological indicators of high organic matter concentration. Additionally, the species Nicolea modesta is registered by first time for the Gulf of Urabá, Colombian Caribbean.


  In the case of A. succinea, this species was found in sympatry with all the species recorded in this research. Also, the exotic serpulid F. uschakovi and the native serpulid F. miamiensis were found sharing the same roots in the outer zone of Rionegro Cove for the rainy season; but F. uschakovi was found in greater proportions than F. miamiensis, then, we suggest that these two species are competing for mangrove root resources; however, spatio-temporal analysis should be done to conclude this sentence.


  According with the data analyzed in this research, the environmental variables that best explain polychaetes community segregation are the dissolved oxygen and conductivity; temperature seems to have not a significant effect. In terms of spatial distribution, for the most abundant species, we found that A. succinea, C. cf. capitata and F. miamiensis occupied the inner, middle and outer zones for both study area and seasons, but F. uschakovi (rainy season) and Stenoninereis sp. 1 (both season) were found just in Rionegro Cove. Finally, it should be considered that this is the first polychaetes ecological approach within the Gulf of Urabá, Colombian Caribbean; therefore, decisive conclusions about the relationship between polychaetes species and water conditions in the Gulf cannot be done. We highlight the need for more research about important ecological aspects of polychaetes such as their relationships with organic matter, grain size, hydrocarboons, heavy metals, its reproduciton patterns, its biological indicator character, its bioaccumulation abillity, as well as their ecological relationships with other benthic fauna associated to R. magle in order to improve the knowledge of these animals in the country.
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  RESUMEN


  La abeja africanizada es la más común en la apicultura colombiana y a su veneno (apitoxina) se le han atribuido propiedades terapéuticas para diferentes enfermedades, sin mayor soporte científico. Al revisar en la literatura los reportes publicados sobre el análisis proteómico de la apitoxina, se encontraron cuatro métodos distintos para la extracción de proteínas de la apitoxina. El primer método consiste en resuspender la apitoxina en Urea 7 M, precipitar con acetona y finalmente resuspender en Urea 7 M y CHAPS 4 %. Para el segundo método se resuspende la apitoxina en buffer de lisis, se precipita con ácido tricloroacético, y luego se resuspende en Urea 7 M y CHAPS 4 %. El tercer método es igual al anterior, excepto que la precipitación se realiza con acetona en vez de ácido tricloroacético. Finalmente, el cuarto método consiste en resuspender la apitoxina en agua destilada, precipitar con acetona y resuspender en Urea 7 M y CHAPS 4 %. Este trabajo se enfocó en comparar el desempeño de estos cuatro métodos de extracción y determinar el método con el mejor resultado en cuanto a la concentración e integridad obtenida de las proteínas. De los distintos métodos evaluados, se encontró que los mejores resultados en cuanto a concentración de proteínas se obtuvieron con la resuspensión de apitoxina en buffer de lisis y precipitación con acetona (método 3) y con el método de resuspensión de apitoxina en agua destilada y precipitación con acetona (método 4). De estos, el mejor método de extracción en cuanto a integridad de las proteínas y perfil proteómico fue el de resuspensión de apitoxina en buffer de lisis seguido de precipitación con acetona (método 3).


  Palabras clave: acetona, apitoxina, electroforesis en gel bidimensional,perfil proteico.

  


  ABSTRACT


  The Africanised bee is the most common type of bee in Colombia, and therapeutic properties for different diseases have been attributed to its venom, without much scientific support. A literature search of reports on the proteomic analysis of honeybee venom yielded four different methods for extracting proteins from bee venom. The first method consists in resuspending the venom in 7 M Urea, followed by precipitation with acetone and finally resuspending the pellet in 7 M Urea and 4 % CHAPS. For the second method, the venom is resuspended in lysis buffer, precipitated with trichloroacetic acid, and then resuspended in 7 M Urea and 4 % CHAPS. The third method is similar to the previous one, except that the precipitation step is performed with acetone instead of trichloroacetic acid. Finally, the fourth method is to resuspend the venom in distilled water, precipitate with acetone and resuspend in 7 M Urea and 4 % CHAPS. This work focused on comparing the performance of these four extraction methods, in order to determine the method with the best results in terms of concentration and integrity of the proteins obtained. Of the four methods evaluated, the best results in terms of protein concentration and yield were obtained by resuspending the bee venom in lysis buffer followed by precipitation with acetone (method 3), and by resuspending in distilled water followed by precipitation with acetone (method 4). Of these, the method that maintained protein integrity and yielded the best proteomic profile was that in which the bee venom was resuspended in lysis buffer followed by precipitation with acetone (method 3).


  Keywords: acetone, bee venom, proteomic profile, two-dimensional gel electrophoresis.

  


  INTRODUCCIÓN


  Hay diversos protocolos en la literatura acerca de la extracción de proteínas en general, pero no existen muchos orientados a la extracción de proteínas del veneno de la abeja africanizada, siendo esta especie de abeja la más común en la apicultura colombiana. El veneno secretado por las abejas obreras se conoce como apitoxina, éstas lo emplean como mecanismo de defensa ante sus depredadores naturales, al igual que contra otras especies de abejas (Nates-Parra, 2011). La apitoxina está compuesta por diversos tipos de aminas biogénicas (histamina, dopamina, serotonina), oligopéptido (melitina) y proteínas con actividad enzimática (fosfolipasas) (Foreman-Wykert et al., 1999; Leandro et al., 2015).


  Es de importancia el estudio de la apitoxina ya que contribuye a una mejor comprensión de los procesos de envenenamiento. Los efectos tóxicos del veneno de la abeja africanizada se han asociado principalmente a las reacciones alérgicas, pero un ataque masivo de abejas puede resultar incluso mortal para la víctima. Los síntomas iniciales de envenenamiento masivo incluyen edema, fatiga, mareos, náuseas, vómitos, fiebre y pérdida del conocimiento (Vetter et al., 1999; Francese et al., 2009). El desarrollo de anti-venómicos, en general, representa un campo de investigación que impacta en áreas como la toxicología, fisiología de emergencias, inmunología y neurotoxicología; sin embargo, los avances en esta área son muy reducidos debido a la complejidad molecular de los venenos (Isbister 2002; Calvete et al., 2012). Otra gran aplicación del estudio de la apitoxina se centra en el desarrollo de fármacos. Gracias a las acciones analgésicas, neurotóxicas, vasoactivas, hemolíticas y citotóxicas de la apitoxina (Peiren et al., 2005) se le han atribuido efectos terapéuticos, aunque en su mayoría no han sido plenamente formalizados por métodos científicos. La acción analgésica y anti-inflamatoria de la apitoxina ha impulsado su uso como terapia alternativa en casos de artritis (Lee et al., 2005), además de sugerirse el poder de este veneno para inhibir la infección por VIH (Hood et al., 2013). Recientes estudios realizados en modelos animales, han demostrado el efecto de la apitoxina sobre el sistema dopaminérgico que podría beneficiar el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de trastornos mentales, ya que su principal componente es la melitina, la cual presenta propiedades antipsicóticas sin los efectos secundarios clásicos de los fármacos neurolépticos similares (Dantas et al., 2014).


  Es importante resaltar que gran parte de los estudios sobre apitoxina reportados en la literatura han tomado como objeto de estudio poblaciones de abejas europeas de miel común (Apis mellifera) (El-Kik et al., 2013; Li et al., 2013; Van Vaerenbergh et al., 2014; Leandro et al., 2015; Lee et al., 2015) y existen muy pocos reportes con técnicas moleculares modernas sobre apitoxina de abejas africanizadas (Ferreira Junior et al., 2010; Sciani et al., 2010; Resende et al., 2013). Lo anterior genera un vacío importante en el conocimiento científico, ya que las abejas africanizadas son la especie de abeja más común en el continente Americano y en la apicultura colombiana. En los pocos trabajos publicados, donde se ha abordado a la apitoxina a nivel molecular, encontramos que cada uno emplea un método distinto de extracción de proteínas, por lo tanto, no existe un protocolo unificado para este fin, ni se ha comparado cuál método es el más óptimo para estudios proteómicos.


  Tomando como base los reportes publicados sobre extracción y análisis de proteínas de apitoxina de las abejas de miel común, el presente estudio tiene como objetivo comparar la efectividad de los distintos métodos de extracción usados en esos reportes y aplicarlos a la extracción de proteínas de la apitoxina de las abejas africanizadas del territorio Colombiano. Con este trabajo se busca proponer el método más óptimo y contribuir así a futuros estudios proteómicos de la apitoxina de abejas africanizadas en Colombia.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Recolección de apitoxina


  Se recolectaron muestras de apitoxina de abejas africanizadas (obreras de exterior) por apicultores con experiencia, usando el método de estimulación eléctrica (Li et al., 2013) con el uso de un colector trampa 4G (Ketitlen, Colombia) para extracción de apitoxina. En este proceso de extracción, las abejas son expuestas a un voltaje muy bajo que busca la estimulación de las glándulas del animal para obtener el veneno sin necesidad de picaduras o ejecuciones que signifiquen algún atentado a la persona o al animal. Esta metodología fue revisada y avalada por el Comité de Ética para la Investigación Científica del Instituto Tecnológico Metropolitano, en sesión realizada el día 14 de Agosto de 2014 como consta en el Acta No. 07.


  Equipos y reactivos


  En la precipitación de proteínas se utilizó ácido tricloroacético (TCA) y acetona (Panreac AppliChem, EE.UU). Se determinó la concentración de proteínas mediante el kit comercial de ácido bicinconínico (BCA) (Sigma-Aldrich, EE.UU) y se midió la absorbancia con el GloMax®-Multi Detection System (Promega, EE.UU). Para evaluar de manera cualitativa la integridad de las proteínas se realizó electroforesis unidimensional en gel poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), utilizando el marcador de peso molecular Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) y el equipo PowerPac™ Basic Power Supply (BioRad, EEUU). Para la segunda dimensión, se utilizó el equipo PowerPac™ HV High-Voltage Power Supply (BioRad, EE.UU). La tinción se hizo con Azul Brillante de Coomassie G-250 (AMRESCO, EE.UU).


  Métodos de extracción


  Se realizó una búsqueda en la literatura en cuanto a la extracción de proteínas de la apitoxina y se encontraron cuatro métodos distintos para este fin (Fujita et al., 2010; Matysiak et al., 2011; Zhang et al., 2012; Li et al., 2013; Yiou et al., 2013), los cuales se resumen en la Fig. 1 y se describen a continuación.


  [image: ]


  Método 1


  Este método consiste en resuspender la apitoxina en Urea 7 M. Para esto, se pesaron 20 mg de apitoxina los cuales fueron resuspendidos en 200 µl de Urea 7 M con agitación con vortex (1 min), sonicación en frío (10 min) y nuevamente agitación con vortex (1 min). Se centrifugó durante cinco minutos a 14000 rpm y 4 °C, y se conservó el sobrenadante. Seguido de esto, se precipitaron las proteínas en el sobrenadante con una concentración final de 80 % (v/v) acetona a -20 °C durante toda la noche. Al finalizar la incubación se centrifugó por 30 minutos a 14000 rpm y 4 °C. El pellet resultante se lavó tres veces con acetona y se secó en placa de calentamiento a 95 °C por 30 segundos con el fin de remover la acetona residual. Posteriormente, las proteínas del pellet fueron resuspendidas en buffer de hidratación (Urea 7 M y CHAPS al 4 %) y almacenadas a -20 °C.


  Método 2


  Este método, adaptado de (Fujita et al., 2010; Yiou et al., 2013) consiste en resuspender la apitoxina en buffer de lisis, precipitar con TCA y resuspender en Urea 7 M y CHAPS 4 %. Para esto se pesaron 20 mg de apitoxina los cuales fueron resuspendidos en 200 µl de buffer de lísis (Urea 8 M, Tiourea 2 M, CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) al 4 %, Tris-base 20 mM, DTT (Dithiothreitol) 30 mM, coctel inhibidor de proteasa), seguido por agitación con vortex (1 min), sonicación en frío (10 min) y nuevamente agitación con vortex (1 min). Se centrifugó durante cinco minutos a 14000 rpm y 4 °C, y se conservó el sobrenadante. Al sobrenadante obtenido, se le adicionó ácido tricloroacético (TCA) al 25 % y se incubó por 10 minutos sobre hielo con agitación en vortex. Al finalizar la incubación se centrifugó durante cinco minutos a 14000 rpm y 4 °C, el sobrenadante se descartó y se lavó el pellet tres veces con acetona -20 °C. Después de los lavados se secó el pellet en placa de calentamiento a 95 °C por 30 segundos, con el fin de remover la acetona residual, y fue resuspendido en Urea 7 M y CHAPS al 4 %. La muestra fue almacenada a -20 °C.


  Método 3


  Este método, adaptado de (Zhang et al., 2012; Li et al., 2013), consiste en resuspender la apitoxina en buffer de lisis, precipitar con acetona y resuspender en Urea 7 M y CHAPS 4 %. Para esto, se pesaron 20 mg de apitoxina los cuales fueron resuspendidos en 200 µl de buffer de lísis (Urea 8 M, Tiourea 2 M, CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) al 4 %, Tris-base 20 mM, DTT (Dithiothreitol) 30 mM, coctel inhibidor de proteasa), seguido por agitación con vortex (1 min), sonicación en frío (10 min) y nuevamente agitación con vortex (1 min). Se centrifugó durante cinco minutos a 14000 rpm y 4 °C, y se conservó el sobrenadante. Al sobrenadante obtenido, se le adicionó acetona a -20 °C a una concentración final de 80 % (v/v), seguido de agitación con vórtex, y se incubó durante toda la noche a -20 °C. Al finalizar la incubación se centrifugó por 30 minutos a 14000 rpm y 4 °C. El pellet resultante se lavó tres veces con acetona y se secó en placa de calentamiento a 95 °C por 30 segundos con el fin de remover la acetona residual. Posteriormente, el pellet fue resuspendido en buffer de hidratación (Urea 7 M y CHAPS al 4 %) y almacenado a -20 °C.


  Método 4


  Para este método, descrito en (Matysiak et al., 2011), se resuspendieron 2 mg de apitoxina en 200 µl de agua destilada con agitación con vortex (1 min), sonicación en frío (10 min) y nuevamente agitación con vortex (1 min). Se centrifugó durante cinco minutos a 14000 rpm y 4 °C, y se conservó el sobrenadante. Seguido de esto, se precipitaron las proteínas en el sobrenadante con una concentración final de 80 % (v/v) acetona a -20 °C durante toda la noche. Al finalizar la incubación se centrifugó por 30 minutos a 14000 rpm y 4 °C. El pellet resultante se lavó tres veces con acetona y se secó en placa de calentamiento a 95 °C por 30 segundos con el fin de remover la acetona residual. Posteriormente, las proteínas del pellet fueron resuspendidas en buffer de hidratación (Urea 7 M y CHAPS al 4 %) y almacenada a -20 °C.


  Electroforesis unidimensional (SDS-PAGE)


  Para este tipo de electroforesis se cargaron 5 µg y 10 µg de las muestras obtenidas por cada método descrito anteriormente en el gel de poliacrilamida al 10 % y fueron corridas a 120 v evaluando el frente de corrido, esta metodología fue adaptada de (Li et al., 2013). El revelado de los geles fue realizado usando tinción con azul de Coomassie.


  Electroforesis bidimensional (2D-PAGE)


  Para la obtención del perfil proteico mediante electroforesis bidimensional se resuspendieron 50 µg de proteína en buffer de hidratación (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS al 4 %, DTT 50 mM y anfolitos pH 3-10 (ZOOM® Carrier Ampholytes 3-10 de Thermo Fisher Scientific)), con lo cual se rehidrató la tirilla IPG (Immobilized pH gradient) con rango pH 3-10 de 7 cm (ZOOM® IPG Runner™ System). El isoelectroenfoque se hizo mediante un protocolo de aumento progresivo de voltaje: 200-450-600-750-950 v durante 25 minutos, luego 1200-1400-1600 v durante 30 minutos y finalmente, 2000 v durante 45 minutos. Se sumergió la tirilla en buffer de equilibrio 1 (NuPAGE® LDS Sample Buffer de Thermo Fisher Scientific con DTT al 2 %) durante 15 minutos y luego se sumergió en buffer de equilibrio 2 (LDS Sample Buffer con Iodoacetamida al 2,5 %) por 15 minutos adicionales. Para la segunda dimensión se utilizaron geles preformados (NuPAGE™ Novex™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels, 1,5 mm de Thermo Fisher Scientific). La separación fue realizada usando NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X) en el equipo XCell SureLock® Mini-Cell de Invitrogen a 200 v durante 40 minutos. Esta metodología fue adaptada de (Li et al., 2013). Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie.


  RESULTADOS


  Rendimiento y concentración de las proteínas obtenidas


  La obtención de proteínas de la apitoxina fue exitosa en tres de los métodos descritos. En el caso del método 2 (precipitación con ácido tricloroacético), las proteínas no precipitaron y no se obtuvo un pellet visible. Por esta razón, se descartó el método 2 y no se incluyó en los experimentos posteriores. Se evaluó la concentración y el rendimiento de las proteínas obtenidas a partir de los métodos 1, 3, y 4. Como se observa en la Fig. 2, por el método 1 (apitoxina resuspendida inicialmente en Urea 7 M) se obtuvo una concentración de 25,73 µg/µl y un rendimiento de 1286,5 µg. El método 3 (apitoxina resuspendida en buffer de lisis y precipitada con acetona) dio como resultado una concentración de 38,77 µg/µl y un rendimiento de 1938,3 µg. El método que mejores resultados dio en términos de concentración y rendimiento fue el método 4 (apitoxina resuspendida en agua destilada). Para este método la concentración obtenida fue de 59,74 µg/µl y el rendimiento de 2987 µg.


  [image: ]


  Calidad de las proteínas obtenidas


  En la Fig. 3, se presenta la imagen de electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 % y se puede evidenciar el mismo número de bandas al comparar los tres métodos. Entre los 110 y 40 kDa se reconocen aproximadamente seis delgadas bandas de proteína, dos bandas bastante acentuadas entre 15 y 10 kDa, y finalmente una banda a 3,5 kDa.
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  En la Fig. 4, se encuentran los perfiles proteícos obtenidos mediante electroforesis bidimensional. Se observa que el número de spots es bajo, sin embargo la resolución da cuenta de que no hay interferentes ni degradación proteíca. El método que proporcionó el mayor número de spots en el gel fue el método 3 (apitoxina resuspendida en buffer de lísis), seguido del método 1 (apitoxina resuspendida en Urea 7 M). La mayor concentración de proteínas se encuentran ubicadas en la parte inferior derecha del gel, entre los 3,5 - 15 kDa, lo cual es concordante con las dos bandas acentuadas que se observaron en el SDS-PAGE. También se perciben aproximadamente cuatro spots entre los 20 - 50 kDa, y dos spots entre los 160 - 210 kDa. El método que proporcionó el menor número de spots en el gel 2D fue el método 4 (apitoxina resuspendida en agua destilada), con solo la agrupación de spots entre los 3,5 - 15 kDa siendo visible.
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  DISCUSIÓN


  Al realizar la extracción de proteínas se descartó el método 2 (precipitación con ácido tricloroacético), ya que no fue posible obtener un pellet de proteína precipitada con este método, a pesar de extender el tiempo de precipitación. En cuanto a concentración y rendimiento de proteína obtenida, cualquiera de los tres métodos restantes (1, 3 y 4) es efectivo. Sin embargo, el mejor resultado se observó con el método 4 (apitoxina resuspendida inicialmente en agua destilada), con el cual se obtuvo más del doble de proteína que con el método 1 (apitoxina resuspendida inicialmente en Urea 7 M), además de ser el método más sencillo y económico. Los métodos de extracción de proteínas aquí probados fueron adaptados de trabajos publicados sobre extracción y análisis de proteínas de apitoxina, de jalea real, y de las glándulas salivales de las abejas de miel común (Fujita et al., 2010; Matysiak et al., 2011; Zhang et al., 2012; Li et al., 2013; Yiou et al., 2013). No es posible hacer la comparación de concentración y rendimiento de los cuatro métodos aquí descritos con los encontrados en la literatura, ya que no se reportan valores de concentración y rendimiento en esos artículos.


  En el análisis de la Fig. 3, obtenida a partir de electroforesis unidimensional, se puede observar que en los tres métodos evaluados se obtuvo el mismo número de bandas, y las proteínas presentan buena integridad, sin estrías ni interferentes en el gel. Las bandas obtenidas son las esperadas de acuerdo con lo reportado en literatura. En el trabajo publicado por Li et al., (2013), se analizó la apitoxina extraída por el método manual y por estimulación eléctrica. En la apitoxina extraída por estimulación eléctrica detectaron 13 bandas de proteínas en gel unidimensional (SDS-PAGE). De estas 13 bandas de proteína aproximadamente seis se encuentran entre los 95 y 40 kDa, y la mayor concentración de proteína, tres bandas muy pronunciadas, se halló entre los 17 y 10 kDa; lo cual se ve reflejado en nuestros resultados. El método de extracción de proteínas de la apitoxina empleado por Li et al., 2013 es igual al método tres probado en este trabajo (apitoxina resuspendida en buffer de lisis seguido de precipitación con 80 % acetona).


  Los resultados obtenidos aquí también son comparables a los publicados por (Van Vaerenbergh et al., 2014), quienes realizaron enriquecimiento de proteínas con un kit comercial (ProteoMiner protein enrichment small-capacity kit, Bio-Rad) y la separación de proteínas en geles tris-tricina. En el gel se presentan bandas entre los 110-80 kDa donde se podría encontrar la dipeptidildipeptidasa IV (Api m 5) que tiene un peso molecular de 100 kDa, la cual es capaz de activar los basófilos humanos de pacientes alérgicos al veneno (Blank et al., 2010). En el rango de los 30-50 KDa, es probable hallar la hialuronidasa (Api m 2) que tiene una abundancia de 1,5-2 % en el veneno y con peso de 39 kDa, que se conoce como el factor de expansión, ya que degrada el ácido hialurónico a segmentos no viscosos, lo que permite la rápida propagación de los compuestos de veneno a través del espacio intersticial (de Lima and Brochetto-Braga, 2003) y la fosfatasa ácida (Api m 3) con aproximadamente un 1 % de abundancia en el veneno y con un peso de 43 kDa que conduce a reacciones de hipersensibilidad en personas susceptibles al veneno (Ali, 2012). Se observan también, bandas definidas con una buena cantidad de proteína entre los 15-20 kDa y se infiere que se podría encontrar la Fosfolipasa A2 (Api m 1) de peso molecular 16 kDa, con una abundancia de 10-12 %, que tiene como función generar poros en las membranas, y por lo tanto, lisis celular (de Lima and Brochetto-Braga, 2003). También se presentan bandas a los 3,5 kDa, lo cual podría corresponder a péptidos como la melitina (Api m 4) con 3 kDa de peso molecular y abundancia del 50-52 %, que es la encargada de causar la destrucción de fibras musculares, generando hipercontracción y ruptura de las microfibrillas. Asimismo, otros péptidos presentan peso molecular parecido pero en menor abundancia como la apamina que se comporta como una neurotoxina de acción motora y presenta efectos cardioestimulantes parecidos al de las drogas adrenérgicas (Ali, 2012).


  Se puede observar en los perfiles proteicos obtenidos por electroforesis bidimensional (ver Fig. 4) que las proteínas poseen buena calidad y sin interferentes presentes en el gel. El método que proporcionó el mejor perfil proteico fue el método 3 (apitoxina resuspendida en buffer de lísis seguido de precipitación con acetona), posiblemente porque las proteínas están mejor solubilizadas. Este es el mismo método empleado en dos importantes trabajos proteómicos con apitoxina de abejas europeas (Peiren et al., 2005; Li et al., 2013). En el perfil proteico obtenido por el método 3 se presentan baja cantidad de spots a comparación con los trabajos ya publicados con este método. Esto podría explicarse por la cantidad de proteína que se cargó en el gel. En el trabajo por (Li et al., 2013) se cargaron 500 µg de proteína, y en (Peiren et al., 2005) se cargaron 1000 µg en el gel usando tirillas IPG de 18 cm, por lo cual se observaron muchos más spots que en nuestro estudio, en el cual se cargaron 50 µg de proteína en el gel usando tirillas de 7 cm.


  CONCLUSIONES


  De acuerdo con el análisis de los resultados experimentales de este trabajo se concluye que, de los métodos evaluados, el método 4 proporcionó los mejores resultados en cuanto a concentración y rendimiento, seguido del método 3. Mediante SDS-PAGE se observó el mismo número de bandas de proteína por los tres métodos evaluados, con buena integridad y sin estrías ni interferentes en el gel. Sin embargo, si lo que se quiere es hacer estudios proteómicos con electroforesis bidimensional la metodología más óptima es el método 3 (apitoxina resuspendida en buffer de lisis y precipitada con acetona). Esta metodología ha sido implementada exitosamente en otros estudios proteómicos de la apitoxina de las abejas europeas, usando electroforesis bidimensional (Peiren et al., 2005; Li et al., 2013), y es de fácil ejecución y de bajo costo. Para mejorar el perfil proteico se puede cargar mayor concentración de proteína (500-1000 µg) en un gel de mayor tamaño (tirilla IPG de 18 cm) con el fin de visualizar las proteínas de baja abundancia, además de usar geles tris-tricina que permiten la separación de proteínas y péptidos de bajo peso molecular, que son las que se encuentran en mayor abundancia en la apitoxina.
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  RESUMEN


  El Propanil es un herbicida empleado en el control de arvenses que puede afectar organismos no blanco como los anuros. El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos letales (concentración letal media, CL50) y subletales (retrasos en el desarrollo, longitud total y máxima distancia de natación) del Propanil (Propanil Trust® 500EC) sobre embriones y renacuajos de tres especies de anuros bajo condiciones de laboratorio y microcosmos, que incluyen algunos componentes de campo (sedimentos y material vegetal). La especie más sensible fue Rhinella humboldti (embriones: laboratorio CL50= 9,14 mg/L y microcosmos CL50= 83,92 mg/ha; renacuajos: laboratorio CL50= 5,09 mg/L y microcosmos CL50= 44,52 mg/ha), y la más resistente Hypsiboas crepitans (embriones: laboratorio CL50= 19,58 mg/L y microcosmos CL50= 179,53 mg/ha; renacuajos: laboratorio CL50= 16,54 mg/L y microcosmos CL50= 190,72 mg/ha). Engystomops pustulosus mostró una sensibilidad intermedia. En general, en laboratorio los CL50 indicaron una letalidad alta y se encontraron cambios significantes en la longitud total y la máxima distancia de natación de los organismos expuestos al Propanil, contrario a los resultados en microcosmos, aunque el tiempo de desarrollo embrionario no mostró diferencias entre tratamientos. Al comparar los CL50 se encontró que los renacuajos fueron más sensibles al herbicida que los embriones. En conclusión, el Propanil resultó tóxico para los embriones y renacuajos en condiciones de laboratorio pero tuvo un efecto menor en microcosmos. Esto demuestra que los componentes de campo de los microcosmos y la falta de renovación de las soluciones reducen la toxicidad del Propanil en los anuros de estudio.


  Palabras clave: agroquímicos, anfibios, CL50, Colombia, efectos subletales.

  


  ABSTRACT


  Propanil is an herbicide used to control weeds that can affect non-target organisms such as anurans. The aim of this study was to assess the lethal (median lethal concentration, LC50) and sublethal effects (delays in development, total length and maximum swimming distance) of Propanil (Propanil Trust® 500EC) on embryos and tadpoles of three species of anurans under laboratory and microcosm conditions, which include some field components (sediments and vegetal materials). The most sensitive species was Rhinella humboldti (embryos: laboratory LC50= 9.14 mg/L and microcosm LC50= 83.92 mg/ha; tadpoles: laboratory LC50= 5.09 mg/L and microcosm LC50= 44.52 mg/ha), whereas the most resistant was Hypsiboas crepitans (embryos: laboratory LC50= 19.58 mg/L and microcosm LC50= 179.53 mg/ha; tadpoles: laboratory LC50= 16.54 mg/L and microcosm LC50= 190.72 mg/ha). Engystomops pustulosus showed an intermediate sensitivity. In general, in laboratory the LC50 indicated a high lethality and were found significant changes in the total length and maximum swimming distance of the organisms exposed to Propanil, as opposed to the microcosm results, although the time of embryonic development did not show differences between treatments. Comparing the LC50, it was established that tadpoles were more sensitive to the herbicide than embryos. In conclusion, the Propanil was toxic to embryos and tadpoles in laboratory tests but had a low effect in microcosms. This demonstrates that the field components of the microcosms and the lack of solution renewals notably decrease the toxicity of Propanil on the anurans studied.


  Keywords: agrochemicals, amphibians, Colombia, LC50, sublethal effects.

  


  INTRODUCCIÓN


  Los ecosistemas acuáticos han presentado cambios desfavorables en todo el mundo a lo largo de los últimos años, en la mayoría de los casos irreversibles (Botelho et al., 2012). Dichos cambios son asociados frecuentemente con actividades antrópicas como la deforestación, la liberación de desechos industriales o domésticos, y el uso de pesticidas en zonas agrícolas, siendo este último una de las principales fuentes que contribuye al deterioro de la calidad del agua (Botelho et al., 2012). Los pesticidas, ya sean herbicidas, insecticidas o fungicidas, se usan con el propósito de proteger los cultivos agrícolas de plagas y enfermedades; sin embargo, estos pueden llegar directamente o por escorrentía a cuerpos de agua donde habitan diferentes especies de anuros generándoles afectaciones (Bridges, 2000). El Propanil (3',4'-dicloro propionanilida) es un herbicida muy utilizado en Colombia para controlar ciperáceas y malezas de hoja ancha en cultivos de arroz (Propanil Trust® 500EC, 2011). Además, es de uso post-emergente, estable a la hidrólisis, no deja acción residual y no presenta acción sistémica (Propanil Trust® 500EC, 2011). De acuerdo con el Ministerio de Protección Social de Colombia este herbicida se encuentra catalogado como ligeramente peligroso para la salud humana (categoría toxicológica III) (Propanil Trust® 500EC, 2011).


  El reporte de venta de plaguicidas químicos de uso agrícola en Colombia, del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), menciona 47 presentaciones comerciales de Propanil como ingrediente activo (ICA, 2015), y entre estas se encuentra el Propanil Trust® 500EC, el cual es ampliamente utilizado en el país (ICA, 2015). La hoja de seguridad del producto indica que es nocivo para la salud humana al ser ingerido, causando ardor e irritación en la boca, garganta y esófago, y puede generar daño severo o la muerte al entrar a los pulmones (Propanil Trust® 500EC, 2011). Como efectos ambientales, el herbicida resulta tóxico para organismos acuáticos, aunque no se específica bajo qué condiciones ni a que organismos hace referencia. No obstante, un estudio de toxicidad del Propanil realizado en pulgas de agua (Daphnia magna Straus, 1820) muestra que el herbicida afecta negativamente el crecimiento, la supervivencia y la tasa de alimentación de la especie expuesta durante 21 días a concentraciones subletales de Propanil menores a 0,55 mg/L (Villarroel et al., 2013). Así mismo, se encontró que el agroquímico inhibe el proceso fotosintético del fitoplancton, generando el descenso de los niveles de oxígeno en el cuerpo de agua (Tucker, 1987), lo que afectaría de manera indirecta a todos los organismos acuáticos. En anuros, la toxicidad del Propanil ha sido poco estudiada, Jayawardena et al., (2010) hallaron un CL50 de 2,21 mg/L para la especie Polypedates cruciger Blyth, 1852 expuesta durante 48 horas al herbicida Propanil (3, 4 DPA®), y un 45 % de los metamorfos presentaron malformaciones. Adicionalmente, Moore et al., (1998) reportaron un CL50 de 8,17 mg/L de Propanil (Stam M-4TM) en renacuajos de Xenopus laevis (Daudin, 1802) expuestos durante 48 horas.


  La mayoría de los estudios toxicológicos en anuros reportan valores de CL50 en un sólo estadío ontogénico, sin tener en cuenta que la sensibilidad de las especies puede variar a lo largo de su desarrollo (Bridges, 2000; Edginton et al., 2003; Henao et al., 2015). Es por esto que algunos trabajos han evaluado la respuesta de las especies a contaminantes considerando diferentes estadíos, tal y como el estudio de Bridges (2000), quien evaluó la toxicidad del Carbaryl en la especie Rana sphenocephala (Cope, 1886), encontrando que a mayor desarrollo la sensibilidad al pesticida aumentaba. Igualmente, Edginton et al., (2003) encontraron una sensibilidad mayor en los renacuajos (estadío 25) de las especies Rana pipiens (Schreber, 1782), R. clamitans (Latreille, 1801), Bufo americanus (Holbrook, 1836) y X. laevis, en comparación con los embriones (estadíos 8 a 10) al ser expuestos al herbicida Release® (Triclopyr) a diferentes pH. En contraste con estos resultados, Räsänen et al., (2003) reportan una mayor resistencia en larvas de R. arvalis Nilsson, 1842 expuestas a pH ácidos, al ser comparadas con estadíos embrionarios.


  Teniendo en cuenta que la sensibilidad de los anuros frente a la exposición de pesticidas puede variar a lo largo del desarrollo, y considerando que no existen reportes de toxicidad del herbicida Propanil en especies colombianas, el presente estudio evalúa la letalidad y efectos subletales (retrasos en el desarrollo, longitud total y máxima distancia de natación) de este herbicida, en su presentación comercial Propanil Trust® 500EC (Nufarm Limited, Colombia), sobre los embriones y renacuajos de tres especies de anuros.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Especies de estudio


  Las especies Engystomops pustulosus (Cope, 1864), Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824) y Rhinella humboldti (Gallardo, 1965) fueron seleccionadas para este trabajo por presentar un elevado número de huevos por postura (Guayara-Barragán y Bernal, 2012), no encontrarse en alguna categoría de amenaza para su conservación y por hallarse comúnmente asociadas a los cultivos de arroz asperjados con Propanil Trust® 500EC. Las posturas de huevos de las especies se colectaron en las horas de la mañana en dos localidades del departamento del Tolima, Colombia, E. pustulosus e H. crepitans en la vereda Potrerillo, del municipio de Coello (04°15' N, y 74°58' W), y Rhinella humboldti en el corregimiento de Payandé, municipio de San Luis (04°13' N, y 75°05' W). Luego, estas posturas fueron transportadas en contenedores plásticos al Laboratorio de Herpetología de la Universidad del Tolima, donde se mantuvieron en agua declorada, aireación continua y temperatura ambiente, hasta que los organismos alcanzaron los estadíos experimentales, embriones en estadío 10 y renacuajos en estadío 25 (Gosner, 1960).


  Pruebas de toxicidad en laboratorio


  En peceras de 2 litros de capacidad se depositó un litro de la solución experimental del herbicida Propanil a diferentes concentraciones: 1,8; 3,6; 7,2; 14,4 y 28,8 mg/L. El agua utilizada para preparar las soluciones fue previamente declorada por aireación. Durante 96 horas se expusieron 25 embriones y diez renacuajos, separadamente, por cada una de las concentraciones experimentales y un control negativo (agua declorada), más su respectiva réplica, para un total de 50 embriones y 20 renacuajos por tratamiento.


  Las soluciones experimentales fueron renovadas cada 24 horas, y previo y posterior al recambio se registraron los parámetros fisicoquímicos de pH, temperatura, conductividad y oxígeno disuelto (Tabla 1). Las peceras fueron ubicadas en un estante metálico iluminado con lámparas de luz blanca (Phillips TLT 20W/54RS) conectadas a un temporizador digital que permitió mantener un fotoperiodo de 12 horas luz-12 horas oscuridad. Los experimentos se realizaron en un área del laboratorio con aire acondicionado, a una temperatura de 24 ± 2 °C.
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  El efecto letal del herbicida Propanil fue determinado mediante el cálculo de la concentración letal media (CL50) para cada especie, a través del método TSK Trimmed Spearman-Karber (Versión 1.5) (Hamilton et al., 1977), utilizando los datos de mortalidad acumulada a las 96 horas en cada una de las concentraciones experimentales y el control.


  Pruebas de toxicidad en microcosmos


  Los microcosmos son montajes experimentales diseñados para estudios ecológicos y toxicológicos que incluyen componentes de los sistemas naturales, los cuales pueden ser llevados a cabo en condiciones de laboratorio (Van Leeuwen y Vermeire, 2007; Caquet, 2013). En este estudio, los microcosmos fueron ubicados en un área ventilada e iluminada del laboratorio de Herpetología de la Universidad del Tolima y sometidos a un fotoperiodo ambiental de 12:12 horas luz-oscuridad, aproximadamente, con una temperatura promedio de 25 ± 2 °C. Para el desarrollo de estos experimentos se utilizaron recipientes plásticos circulares de 70 cm de diámetro y 13 cm de profundidad, a los que se les agregó tierra y arena en la misma proporción (total: 1000 g), y fueron cubiertos en el fondo con una tela blanca (muselina), sujetada con tres piedras (100 g cada una, aproximadamente), la cual se usó para facilitar el conteo de los organismos dentro del montaje experimental. Posteriormente, a cada recipiente se le agregó 10 litros de agua declorada, una macrófita y dos hojas secas. Por cada microcosmos se expusieron 50 embriones y 25 renacuajos, independientemente, más su réplica, para un total de 100 embriones y 50 renacuajos por concentración y grupo control. Luego los montajes fueron asperjados una única vez en el centro del recipiente a 50 cm de altura con 150 mL de Propanil a través de una bomba de aspersión manual (Jardinera Lhaura 1,5 L Ref. 10505), a cinco concentraciones del herbicida: 18; 36; 72; 144 y 288 mg/ha. Al igual que en los experimentos en condiciones de laboratorio se contó con un control negativo (agua declorada) y la exposición tuvo una duración de 96 horas, aunque bajo condiciones estáticas, sin recambio de las soluciones.


  En los microcosmos se registraron cada 24 horas los parámetros fisicoquímicos de pH, temperatura, conductividad y oxígeno disuelto. En la Tabla 1 se muestran los valores de estos parámetros fisicoquímicos a las 0 y 96 horas. Al concluir la exposición se utilizó la mortalidad acumulada en cada una de las concentraciones para estimar la CL50 mediante el método TSK.


  Efectos subletales


  Finalizada la exposición se tomaron entre 15 y 20 organismos sobrevivientes del control y concentraciones experimentales inferiores al valor CL50 para determinar la incidencia del Propanil en: 1) el desarrollo embrionario, 2) la longitud total de las larvas (obtenidas de los embriones), 3) la longitud total de los renacuajos, y 4) la máxima distancia de natación de los renacuajos. Para el caso del desarrollo embrionario, se registró el estadío alcanzado por los embriones expuestos durante las 96 horas, los cuales se compararon de manera cualitativa ya que en general fueron similares dentro de cada tratamiento por especie. Para la medición de la longitud total, los organismos sobrevivientes fueron fotografiados sobre un papel milimetrado y mediante el programa ImageJ se midió la distancia desde la punta del hocico hasta el final de la cola. Estos datos se compararon entre los tratamientos, incluido el control, mediante análisis de varianza factoriales (Anova: concentraciones x especies) y posteriores pruebas de Tukey. Adicionalmente, los renacuajos sobrevivientes tanto del control como de la concentración menor del herbicida fueron sometidos a una prueba de natación en el laboratorio, medida a través de la máxima distancia alcanzada. Esta prueba consistió en estimular con un pincel la parte posterior de la cola de un renacuajo para obligarlo a desplazarse a través de una pista de 50 cm de longitud x 1 cm de ancho x 1 cm de alto, que contenía agua (utilizada en el control) a una temperatura de 24 ± 1 °C. Siguiendo lo propuesto por Fitzpatrick et al., (2003) y Walker et al., (2005), por cada renacuajo se realizaron tres registros, de los cuales se escogió la máxima distancia recorrida (en centímetros) para hacer las comparaciones estadísticas a través de Análisis de covarianza factoriales (Ancova: concentraciones x especies), en donde se incluyó la longitud total como co-variable. En todos los análisis realizados el factor especie siempre presentó diferencias significativas (p < 0,05), debido a las características propias de crecimiento y desarrollo de cada especie; sin embargo, estos resultados no se discuten ya que no hacen parte del propósito de este estudio. Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo en el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015).


  El presente trabajo contó con la aprobación del Comité de Bioética de la Universidad del Tolima (Acta número 5 de 2015).


  RESULTADOS


  Los valores de CL50 para los dos estadíos experimentales muestran que R. humboldti fue la especie más sensible a la aplicación del herbicida Propanil (embriones: laboratorio CL50 = 9,14 mg/L y microcosmos CL50 = 83,92 mg/ha; renacuajos: laboratorio CL50 = 5,09 mg/L y microcosmos CL50 = 44,52 mg/ha), mientras que H. crepitans fue la más tolerante (embriones: laboratorio CL50 = 19,58 mg/L y microcosmos CL50 = 179,53 mg/ha; renacuajos: laboratorio CL50 = 16,54 mg/L y microcosmos CL50 = 190,72 mg/ha). Por su parte, los embriones y renacuajos de E. pustulosus mostraron una sensibilidad intermedia a la exposición del herbicida (Tabla 2). Al comparar los intervalos de confianza de los CL50 entre los dos estadíos evaluados, se encontró que los embriones resultaron significantemente más tolerantes que los renacuajos en condiciones de laboratorio y microcosmos (Fig. 1).
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  El herbicida Propanil no generó retrasos en el desarrollo de los organismos expuestos desde embriones en ninguna de las especies, ni en laboratorio ni en microcosmos. Sin embargo, las larvas obtenidas de los embriones (estadío 10) expuestos al herbicida mostraron diferencias significativas en su longitud total (laboratorio: Anova, F = 11,93, p < 0,0001; microcosmos: Anova, F = 2,88, p = 0,037) (Fig. 2A). En general, la longitud total fue significativamente menor a la concentración experimental más alta (laboratorio: Tukey, p < 0,05; microcosmos: Tukey, p < 0,05).
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  Los renacuajos expuestos al Propanil presentaron diferencias significativas en la longitud total (Anova, F = 7,19, p = 0,001) y la máxima distancia de natación (Ancova, F = 10,89, p = 0,001) sólo bajo las condiciones de laboratorio. En la mayoría de los casos, los individuos del tratamiento control fueron significativamente más grandes (Tukey, p < 0,05) (Fig. 2B) y realizaron los mayores desplazamientos en la pista de agua (Fig. 3).
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  DISCUSIÓN


  Los herbicidas tienen como propósito el control y eliminación de arvenses en los cultivos a través de la interrupción de su vía fotosintética, por lo que no deberían tener algún efecto en individuos sin fotosíntesis (Jayawardena et al., 2010). No obstante, numerosas investigaciones indican que estos agroquímicos pueden provocar consecuencias directas e indirectas en la supervivencia de organismos no blanco asociados a la agricultura, como los anfibios (Bridges, 2000; Greulich y Pflugmacher, 2003; Lajmanovich et al., 2003; Bernal et al., 2009a, b; Jayawardena et al., 2010; Egea et al., 2012; Reylea, 2012; Henao et al., 2015a; Henao et al., 2015b). De acuerdo con nuestros resultados, la exposición al herbicida Propanil en embriones y renacuajos de anuros resultó letal en las pruebas de laboratorio, ya que para todos los casos los valores CL50 fueron inferiores a la concentración usada en campo (8400 mg/L), lo que concuerda con Moore et al., (1998), Jayawardena et al., (2010), y Jayawardena et al., (2011), quienes reportaron que el herbicida Propanil fue tóxico bajo condiciones de laboratorio en renacuajos de X. laevis, P. cruciger y B. melanostictus. Sin embargo, en condiciones de microcosmos los valores de letalidad (Tabla 2) fueron superiores a la concentración de aplicación del herbicida (51,07 mg/ha), a excepción de los renacuajos de la especie R. humboldti, los cuales presentaron un CL50 menor (44,52 mg/ha). La menor toxicidad encontrada en los microcosmos con respecto a las pruebas de laboratorio puede estar relacionada con una fotodegradación del ingrediente activo después de 48 horas de la aplicación (Carvalho et al., 2010), y por la presencia de los sedimentos y material vegetal de los microcosmos (Van Leeuwen y Vermeire, 2007), que podrían disminuir la toxicidad del Propanil a lo largo de las 96 horas de exposición estática, contrario a las pruebas de laboratorio en donde se realizaron recambios diarios de las soluciones.
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  En este trabajo se encontró que los renacuajos fueron más sensibles al herbicida que los embriones. Este resultado coincide con Henao et al., (2015a), quienes hallaron una mayor tolerancia en los embriones en comparación con los renacuajos de H. crepitans, R. humboldti y E. pustulosus a la mezcla del herbicida glifosato (Roundup® Activo) con el Cosmo-Flux®411F en condiciones de laboratorio. Una mayor resistencia en estadíos embrionarios ha sido reportada por varios autores en diferentes pesticidas (Bridges, 2000; Bridges y Semlitsch, 2000; Greulich y Pflugmacher, 2003; Edginton et al., 2004; Ortiz-Santaliestra et al., 2006; Egea et al., 2012), los cuales atribuyen la menor toxicidad a la matriz gelatinosa de los embriones que los protege durante las primeras horas de experimentación. Caso contrario sucede con los renacuajos, quienes presentan estructuras sensibles a los contaminantes, como las branquias o el sistema nervioso (Ortiz-Santaliestra et al., 2006).


  Con respecto a los efectos subletales evaluados, no se encontraron cambios significantes en el tiempo de desarrollo de los embriones expuestos al herbicida Propanil en comparación con el control; sin embargo, Jayawardena et al., (2010) reportaron retrasos en el desarrollo de los renacuajos de P. cruciger sometidos al Propanil (3, 4 DPA®) en condiciones de laboratorio. De otra parte, las alteraciones en la longitud total de las larvas bajo condiciones de laboratorio y microcosmos, así como en los renacuajos sobrevivientes de las pruebas de laboratorio, concuerdan con lo reportado por Jayawardena et al., (2010), quienes encontraron una reducción significativa en el tamaño corporal de renacuajos de P. cruciger expuestos al 3, 4 DPA®. Finalmente, la disminución en la distancia recorrida por los renacuajos bajo condiciones de laboratorio podría relacionarse con la acción del pesticida sobre las funciones del sistema nervioso (Salazar et al., 2008) y consecuentemente sobre su actividad motora. Estos efectos del Propanil sobre la capacidad de desplazamiento son importantes porque pueden afectar aspectos vitales de los renacuajos como la evasión de depredadores y la competencia por recursos (Kats et al., 2002), incidiendo directamente en la supervivencia y el mantenimiento de sus poblaciones. Sin embargo, este resultado no se observó en condiciones de microcosmos, posiblemente debido a la degradación del ingrediente activo del herbicida por la falta de renovación de las soluciones experimentales, lo que pudo disminuir su concentración y acción sobre el desempeño natatorio de los renacuajos.


  CONCLUSIONES


  La exposición al herbicida Propanil resultó tóxica para los embriones y renacuajos de las especies de estudio en las pruebas de laboratorio, pero tuvo un efecto menor en los microcosmos. Así, estos resultados indican que la toxicidad del Propanil se reduce notablemente en estos anuros cuando los experimentos se realizan bajo un escenario que simula algunas de las condiciones de campo, como la presencia de sedimentos, material vegetal, y donde la aplicación del agroquímico no es continua.


  AGRADECIMIENTOS


  Los autores agradecen al programa Jóvenes Investigadores e Innovadores de Colciencias por la beca pasantía otorgada a Teófila María Triana y Liliana Marcela Henao durante la cual se realizó la presente investigación. Este trabajo fue financiado por el Fondo de Investigaciones de la Universidad del Tolima a través del proyecto con código 420113.

  


  REFERENCIAS


  Bernal MH, Solomon KR, Carrasquilla G. Toxicity of formulated glyphosate (Glyphos) and Cosmo-Flux to larval Colombian frogs 1. Laboratory acute toxicity. J Toxicol Environ Health A. 2009a;72(15-16):961-965. Doi: 10.1080/15287390902929709.


  Bernal MH, Solomon KR, Carrasquilla G. Toxicity of formulated glyphosate (Glyphos) and Cosmo-Flux to larval and juvenile Colombian frogs 2. Field and laboratory microcosm acute toxicity. J Toxicol Environ Health A. 2009b;72(15-16):966-973. Doi: 10.1080/15287390902929717.


  Botelho RG, Cury JP, Dos Santos JB, Tornisielo VL. Herbicides and the Aquatic Environment. In: Hasaneen MN, editor. Herbicides-Properties, Synthesis and Control of Weeds. Rijeka: INTECH Open Access Publisher. [Internet]. 2012. [Consulted 15 June 2015]. Available from: http://www.intechopen.com/books/herbicides-properties-synthesis-and-control-of-weeds/herbicides-and-the-aquatic-environment.


  Bridges CM. Long-term effects of pesticide exposure at various life stages of the southern leopard frog (Rana sphenocephala). Arch Environ Contam Toxicol. 2000;39(1):91-96. Doi: 10.1007/s002440010084.


  Bridges CM, Semlitsch RD. Variation in pesticide tolerance of tadpoles among and within species of Ranidae and patterns of amphibian decline. Conserv Biol. 2000;14(5):1490-1499.


  Caquet T. Aquatic Mesocosms in Ecotoxicology. In: Férard J, Blaise C, editors. Encyclopedia of Aquatic Ecotoxicology. Dordrecht: Springer Netherlands; 2013. p. 99-108.


  Carvalho G, Marques R, Lopes AR, Faria C, Noronha JP, Oehmen A, et al. Biological treatment of Propanil and 3, 4-dichloroaniline: kinetic and microbiological characterization. Water Res. 2010;44(17):4980-4991. Doi: 10.1016/j.watres.2010.08.006.


  Di Rienzo JA, Casanoves F, Balzarini MG, Gonzalez L, Tablada M, Robledo CW. InfoStat versión 2015. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina. Available from: http://www.infostat.com.ar.


  Edginton AN, Stephenson GR, Sheridan PM, Thompson DG, Boermans HJ. Effect of pH and Release® on two life stages of four anuran amphibians. Environ Toxicol Chem. 2003;22(11):2673-2678.


  Edginton A, Sheridan P, Stephenson G, Thompson D, Boermans H. Comparative effects of pH and Vision herbicide on two life stages of four anuran amphibian species. Environ Toxicol Chem. 2004;23:815-822. Doi: 10.1897/03-115.


  Egea‐Serrano A, Relyea RA, Tejedo M, Torralva M. Understanding of the impact of chemicals on amphibians: A meta‐analytic review. Ecol Evol. 2012;2(7):1382-1397. Doi: 10.1002/ece3.249.


  Fitzpatrick BM, Benard MF, Fordyce JA. Morphology and escape performance of tiger salamander larvae (Ambystoma tigrinum mavortium). J Exp Zool Part A Comp Exp Biol. 2003;297A:147-159. Doi: 10.1002/jez.a.10254.


  Gosner KL. A simplified table for staging anuran embryos and larvae with notes on identification. Herpetologica. 1960;16:183-190.


  Greulich K, Pflugmacher S. Differences in susceptibility of various life stages of amphibians to pesticide exposure. Aquat Toxicol. 2003;65(3):329-336. Doi: 10.1016/S0166-445X(03)00153-X.


  Guayara-Barragán MG, Bernal MH. Fecundidad y fertilidad en once especies de anuros colombianos con diferentes modos reproductivos. Caldasia. 2012;34(2):483-496.


  Hamilton MA, Russo RC, Thurston RV. Trimmed Spearman-Karber method for estimating median lethal concentrations in toxicity bioassays. Environ Sci Technol. 1977;11(7):714-719.


  Henao LM, Montes CM, Bernal MH. Acute toxicity and sublethal effects of the mixture glyphosate (Roundup® Active) and Cosmo-Flux® 411F to anuran embryos and tadpoles of four Colombian species. Rev Biol Trop. 2015a;63(1):223-233. Doi: 10.15517/rbt.v63i1.12893.


  Henao LM, Triana TM, Bernal MH. Evaluación de la toxicidad de dos agroquímicos, Roundup® Activo y Cosmo-Flux® 411F, en renacuajos de anuros colombianos. Acta biol Colomb. 2015b;20(2):153-161. Doi: 10.15446/abc.v20n2.43492.


  ICA. Registros de venta de plaguicidas químicos de uso agrícola. [Internet]. 2015. [Consulted 15 June 2015]. Available from: http://www.ica.gov.co/getdoc/2dae6093-c021-49d1-8b29-c9dfebce2757/REGISTROS-DE-VENTA-PQA-24-01-09.aspx.


  Jayawardena UA, Rajakaruna RS, Navaratne AN, Amerasinghe PH. Toxicity of agrochemicals to common hourglass tree frog (Polypedates cruciger) in acute and chronic exposure. Int J Agric Biol. 2010;12:641-648.


  Jayawardena UA, Navaratne AN, Amerasinghe PH, Rajakaruna RS. Acute and chronic toxicity of four commonly used agricultural pesticides on the Asian common toad, Bufo melanostictus Schneider. J Natl Sci Found. 2011;39(3):267-276.


  Kats LB, Kiesecker JM, Chivers DP, Blaustein AR. Effects of UV‐B Radiation on Anti‐Predator Behavior in Amphibians: Reply to Cummins. Ethology. 2002;108(7):649-654. Doi: 10.1046/j.1439-0310.2002.00810.x.


  Lajmanovich R, Lorenzatti E, Maitre MI, Enrique S, Peltzer P. Comparative acute toxicity of the commercial herbicides glyphosate to neotropical tadpoles Scinax nasicus (Anura: Hylidae). Fresen Environ Bull. 2003;12(4):364-367.


  Moore MT, Pierce JR, Milam CD, Farris JL, Winchester EL. Responses of non-target aquatic organisms to aqueous Propanil exposure. Bull Environ Contam Toxicol. 1998;61(2):169-174.


  Ortiz‐Santaliestra ME, Marco A, Fernández MJ, Lizana M. Influence of developmental stage on sensitivity to ammonium nitrate of aquatic stages of amphibians. Environ Toxicol Chem. 2006;25(1):105-111. Doi: 10.1897/05-023R.1.


  PROPANIL TRUST ® 500 EC. Hoja de Datos de Seguridad de Materiales HDSM. [Internet]. 2015. [Consulted 15 June 2015]. Available from: http://www.nufarm.com/Assets/17185/1/PROPANILTRUST500EC.pdf.


  Räsänen KR, Laurila A, Merilä J. Geographic variation in acid stress tolerance of the moor frog, Rana arvalis. II. Adaptive maternal effects. Evolution. 2003;57(2):363-371. Doi: 10.1554/0014-3820(2003)057[0363:GVIAST]2.0.CO;2.


  Relyea RA. New effects of Roundup on amphibians: Predators reduce herbicide mortality; herbicides induce antipredator morphology. Ecol Appl. 2012;22(2):634-647. Doi: 10.1890/11-0189.1


  Salazar KD, Ustyugova IV, Brundage KM, Barnett JB, Schafer R. A review of the immunotoxicity of the pesticide 3, 4-dichloropropionanalide. J Toxicol Environ Health B. 2008;11(8):630-645. Doi: 10.1080/10937400701724386.


  Tucker CS. Short-term effects of Propanil on oxygen production by plankton communities from catfish ponds. Bull Environ Contam Toxicol. 1987;39:245-250.


  Van Leeuwen CJ, Vermeire TG. Risk assessment of chemicals: An introduction. 2 ed. Dordrecht: Springer; 2007. p. 311.


  Villarroel MJ, Sancho E, Andreu-Moliner E, Ferrando MD. Caloric content of Daphnia magna as reflect of Propanil stress during a short-term exposure and its relationship to long-term responses. Environ Toxicol Phar. 2013;35:465-472. Doi: 10.1016/j.etap.2013.02.012.


  Walker JA, Ghalambor CK, Griset OL, McKenney D, Reznick DN. Do faster starts increase the probability of evading predators?. Funct Ecol. 2005;19:808-815. Doi: 10.1111/j.1365-2435.2005.01033.


  DOI: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n3.51020


  NUEVOS REGISTROS PARA LA FLORA DE HONDURAS Y EL PARQUE NACIONAL MONTAÑA DE CELAQUE


  New Records for the Flora of Honduras and Celaque Mountain National Park


  Hermes VEGA1; William CETZAL-IX2; Edgar MÓ3; Katya ROMERO-SOLER4.


  1 MAPANCE, Mancomunidad de Municipios del Parque Nacional Celaque. Bo. Mercedes, Edif. de Gobernación, Gracias, Lempira, Honduras.

  2 Instituto Tecnológico de Chiná, Calle 11 entre 22 y 28, Colonia Centro Chiná 24050. Campeche, México.

  3 Orquideario Agronomía -CUNOR-USAC, Carrera de Agronomía, Centro Universitario del Norte, Universidad de San Carlos de Guatemala. Cobán, Alta Verapaz, Guatemala.

  4 Herbario CICY, Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. (CICY), Calle 43. n°. 130. Col. Chuburná de Hidalgo, Mérida 97200. Yucatán, México.


  For correspondence. hermesve_77@yahoo.es


  Received: 4th June 2015, Returned for revision: 23rd November 2015, Accepted: 3rd March 2016.

  Associate Editor: Cristiano Buzatto.


  Citation/Citar este artículo como: Vega H, Cetzal-Ix W, Mó E, Romero-Soler K. Nuevos registros para la flora de Honduras y el Parque Nacional Montaña de Celaque.Acta biol.Colomb. 2016;21(3):635-644. DOI: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n3.51020

  


  RESUMEN


  Se registran 11 novedades para la flora de Honduras a partir de ejemplares recolectados en el Parque Nacional Montaña Celaque. Los nuevos registros son: Tillandsia mateoensis (Bromeliaceae), Diastema affine (Gesneriaceae), Scutellaria costaricana (Lamiaceae), Miconia contrerasii (Melastomataceae), Acianthera violacea, Dendrophylax porrectus, Epidendrum santaclarense, Lepanthes enca-barcenae, L. fratercula, L. isabelae y Sarcoglottis schaffneri (Orchidaceae). Por otra parte, Potosia guatemalensis es sinonimizado bajo S. schaffneri. Se incluyen fotos de todas las especies, hábitats y un mapa de distribución con sus localidades en Honduras.


  Palabras clave: Bromeliaceae, Copán, diversidad florística, Gesneriaceae, Lamiaceae, Lempira, Melastomataceae, Ocotepeque, Orchidaceae.

  


  ABSTRACT


  Eleven new records for the flora of Honduras from Celaque Mountain National Park are reported here. The new records are: Tillandsia mateoensis (Bromeliaceae), Diastema affine (Gesneriaceae), Scutellaria costaricana (Lamiaceae), Miconia contrerasii (Melastomataceae), Acianthera violacea, Dendrophylax porrectus, Epidendrum santaclarense, Lepanthes enca-barcenae, L. fratercula, L. isabelae, and Sarcoglottis schaffneri (Orchidaceae). Moreover, Potosia guatemalensis is synonimized under S. schaffneri. We include photos of all species, habitats, and a distributional map with their localities in Honduras.


  Keywords: Bromeliaceae, Copán, diversity, floristic, Gesneriaceae, Lamiaceae, Lempira, Melastomataceae, Ocotepeque, Orchidaceae.

  


  El Parque Nacional Montaña de Celaque (PNMC) se encuentra ubicado en la región occidental de Honduras, entre los departamentos de Copán, Lempira y Ocotepeque. El término Celaque proviene del vocablo lenca Celac que significa "agua fría" o "agua helada" y hace referencia a la gran cantidad de afluentes de agua en el parque. El PNMC cuenta con una extensión de 26631 ha y una zona núcleo de 14363 ha, en él se encuentra la mayor elevación de Honduras, El Cerro de Las Minas con 2849 m s.n.m. El parque se encuentra bajo la protección del decreto 87-87 de la Ley de Bosque Nublados (Flores et al., 2012).


  Según la clasificación de Ecosistemas Vegetales de Honduras, basada en la clasificación de la UNESCO descritos en Ordoñez y House (2002), el PNMC cuenta con seis tipos de ecosistemas: bosque tropical siempre verde aciculifoliado submontano, bosque tropical siempre verde estacional mixto montano inferior, bosque tropical siempre verde estacional mixto montano superior, bosque tropical siempre verde mixto altimontano y sistema agropecuario (Flores et al., 2012).


  Respecto a la biodiversidad, debido a su variedad de ecosistemas, en el PNMC pueden encontrarse una gran cantidad de plantas y animales; un ejemplo es la presencia de seis de las siete especies de pino que existen en Honduras, así como la presencia de varios taxones de flora y fauna incluidas en las categorías de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN y en los apéndices CITES (Flores et al., 2012).


  El primer trabajo botánico en el PNMC fue elaborado por Hazlett (1979), un listado florístico del parque, donde además describió una nueva especie para la ciencia, endémica a Honduras, Oreopanax lempiranus Hazlett. Otros trabajos realizados dentro del PNMC llevaron al descubrimiento de plantas que fueron descritas como nuevas especies, como Porotrichum tenuinerve B.H. Allen (Allen, 1994) y Miconia celaquensis Almeda (Almeda, 1996), también endémicas al país. Las contribuciones más recientes que documentan la flora en la zona son los listados de Lycophytas, donde Piątek et al., (2012) registran 166 especies para el PNMC, así como el de Rojas-Alvarado (2012) que incluye 35 nuevos registros de licopodios y helechos para Honduras y el PNMC.


  A pesar de los esfuerzos de conservación en la zona (e.g., convenios y tratados internacionales para favorecer la conservación, políticas y estrategias de desarrollo sostenible, etc.), varios son los factores que amenazan al PNMC: incremento de los asentamientos humanos, agricultura extensiva, actividades forestales y ganaderas (Flores et al., 2012). Estas actividades incrementan la deforestación, favorecen la introducción de especies exóticas y afectan la biodiversidad del parque. Este tipo de problemática hace necesario realizar estudios enfocados en la documentación de la flora y fauna de las áreas naturales del país.


  En el presente trabajo se documentan 11 nuevos registros para la flora de Honduras y del PNMC, lo cual demuestra que la flora que albergan las áreas protegidas de Honduras dista de estar completamente inventariadas.


  Los especímenes presentados fueron fotografiados en sus hábitats, herborizados (permiso de recolecta de H. Vega, ICF-DVS-099-2011) y depositados en el herbario de la Universidad Nacional Autónoma de Honduras (TEFH). A continuación se presentan los nuevos registros con breves discusiones sobre la distribución, localización dentro del PNMC, estado de conservación, fenología y especímenes de respaldo para cada especie.


  Bromeliaceae


  Tillandsia mateoensis Ehlers, Bromelie 1993: 86. 1993. (Fig. 1A).
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  Tipo: Guatemala. Huehuetenango: Sierra Los Cuchumatanes, San Mateo Ixtatan, 2540 m s.n.m., 1 mar. 1992, K. Ehlers, U. Feldhoff & R. Ehlers EG921001 (holotipo: WU).


  Hierba epífita, previamente sólo conocida de Guatemala, donde fue descrita a partir de ejemplares recolectados en Huehuetenango, las colecciones provienen de áreas cercanas de las Sierras de los Cuchamatanes y Las Minas, entre 2800 y 3300 m s.n.m. (Véliz et al., 2014). La localidad de esta especie en el PNMC se encuentra aproximadamente a 104 km de distancia de la población más cercana en Guatemala (Zacapa). Dentro del PNMC esta especie se encuentra en la zona núcleo (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano superior (bosque de pino y encino) (Fig. 3A), a 2540 m s.n.m. La conservación de esta población dentro del parque probablemente no se encuentra amenazada por la pérdida de su hábitat.
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  Fenología:Florece en mayo.


  Ejemplar examinado:Honduras:Lempira,Parque Nacional Montaña de Celaque, San Manuel de Colohete, Lempira, 1878 m s.n.m., 18 mayo 2015, H. Vega 2224 (TEFH).


  Gesneriaceae


  Diastema affine Fritsch, Bot. Jahrb. Syst. 50: 409-410. 1913. (Fig. 1B).


  Tipo: Ecuador. "In silvis tropicis opacis udis", Sodiro 119/12 (holotipo: B, destruido; isotipo, lectotipo: no ubicado).


  Planta arbustiva, ampliamente distribuida en Nicaragua, Costa Rica, Panamá, Colombia, Ecuador y Perú, entre 100 y 1850 m s.n.m. (Tropicos.org, 2015). La localidad del espécimen registrado en el PNMC se encuentra a 303 km de distancia de la población más cercana, en Nueva Segovia, Nicaragua (W.D. Stevens & O.M. Montiel 35564 HULE, MO; Tropicos.org, 2015). Dentro del PNMC se recolectó en la zona de amortiguamiento (Fig. 2), a orillas de caminos del bosque tropical siempreverde aciculifoliado sub-montano (bosque de pino) (Fig. 3B-C), a 1350 m s.n.m. Por su distribución amplia la especie no ha sido considerada en riesgo. Sin embargo, la conservación de esta población dentro de la zona de amortiguamiento del parque no garantiza su preservación por la pérdida de su hábitat.


  Fenología: Florece en mayo.


  Ejemplar examinado:Honduras:Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, carretera hacia Centro de Visitantes, Gracias, 1350 m s.n.m., 20 ago. 2014, H. Vega 2016 (TEFH).


  Lamiaceae


  Scutellaria costaricana H. Wendl., Hamburger Garten-Blumenzeitung 19: 29-30. 1863. (Fig. 1C).


  Tipo: Costa Rica: "Im Mai 1857 sand ich diese prächtige neue Pflanze an der Nord-seite des Gebirges, wilches die hochebene von Costa-Rica vom Flussgebiete des San-Juan-Stromes trennt, im oberen Thale des wilden Sarapiqui, mo sie in einer höhe von 6000-8000 fuss gruppenweise an lichten Stellen des Meges nächt, Mayo 1857", Wendland s.n. (holotipo: no encontrado, posiblemente en HBG o GOET).


  Planta arbustiva, previamente conocida en Nicaragua, Costa Rica y el noroeste de Panamá, desde el nivel del mar hasta los 1750 m s.n.m. (Tropicos.org, 2015). En Nicaragua se conoce de una sola localidad, el Río San Juan (A. Urbina 182 HULE, MO; Tropicos.org, 2015), en el departamento de la Región Autónoma Atlántico Sur, cerca del límite con Costa Rica. La localidad descubierta en el PNMC se encuentra separada de la población más cercana por 600 km de la localidad Río San Juan en Nicaragua. Dentro del PNMC se recolectó entre el límite de las zonas núcleo y de amortiguamiento (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano superior (bosque de pino y liquidámbar), a 1946 m s.n.m. Adicionalmente, se observaron algunos individuos dentro de la zona núcleo en el sendero Al Cielo, Campamento Don Tomás. Por su distribución amplia la especie no se considerada en riesgo. La conservación de las poblaciones dentro del parque probablemente no se encuentra amenazada por la pérdida de su hábitat.


  Fenología: Florece en febrero.


  Ejemplar examinado. Honduras:Ocotepeque: Parque Nacional Montaña de Celaque, Cerro El Perol, rumbo a la comunidad de Chimiz Montaña, San Manuel de Colohete, 1946 m s.n.m., 10 feb. 2015, H. Vega 2176 (TEFH).


  Melastomataceae


  Miconia contrerasii Wurdack, Wrightia 5: 226-227. 1976. (Fig. 1D).


  Tipo: Guatemala. Baja Verapaz: Unión Barrios, "in high forest on top of hill, east of km 154, 9 jun. 1975, shrub 15 ft high, 3 in diam., flowers white", C. L. Lundell & E. Contreras 19406 (holotipo: US; isotipo: LL).


  Planta arbustiva, previamente sólo conocida de la colección tipo y de colecciones cercanas a la localidad de Unión de Barrios (con una distancia aproximada no mayor a 8 km) en el departamento de Baja Verapaz, Guatemala, en bosque mesófilo de montaña, entre 1500 a 1700 m s.n.m. (Almeda, 2009). La población descubierta en el PNMC se encuentra a 180 km de distancia de la localidad tipo, lo que incrementa su rango de distribución conocido. Dentro del PNMC la planta fue recolectada entre el límite de las zonas núcleo y de amortiguamiento (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano inferior (bosque de pino y liquidámbar), a 1450 m s.n.m. La población del PNMC presenta una densidad muy baja y sus individuos se restringen a las orillas de los senderos interpretativos, cerca del Centro de Visitas al parque, por lo que su conservación no se encuentra amenazada por la pérdida de su hábitat.


  Fenología: Florece en marzo.


  Ejemplar examinado. Honduras: Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, Sendero La Ventana, Gracias, Lempira, 1450 m s.n.m., 14 mar. 2015, H. Vega 2204 (TEFH).


  Orchidaceae


  Acianthera violacea (A. Rich. & Galeotti) Pridgeon & M.W. Chase, Lindleyana 16: 246. 2001. (Fig. 1E). Pleurothallis violacea A. Rich. & Galeotti, Ann. Sci. Nat., Bot., sér. 3, 3: 16, pl. 1, f. 2. 1845. Humboldtia violacea (A. Rich. & Galeotti) Kuntze, Revis. Gen. Pl. 2: 668. 1891.


  Lectotipo: (designado por Solano & Soto, 2003: 513): Tabula 1, Figura 2 publicado en la descripción original (W-12696, dibujo del tipo en AMES-74855).


  Pleurothallis amoena A. Rich. & Galeotti, Ann. Sci. Nat., Bot., sér. 3, 3: 16. 1845. Humboldtia amoena (A. Rich. & Galeotti) Kuntze, Revis. Gen. Pl. 2: 667. 1891.


  Tipo: México. Cordillera [Hidalgo]: Real del Monte, 7000 ft. Jun.-Oct. 1840, H.G. Galeotti 5228 (lectotipo designado por Solano (2015): P-489152; isolectotipo: W-21883, dibujo en AMES-74042]).


  Pleurothallis cochlearis Rchb. f., Bot. Zeitung (Berlin) 10: 764. 1852. Humboldtia cochlearis (Rchb. f.) Kuntze, Revis. Gen. Pl. 2: 667. 1891.


  Tipo: México, sin localidad exacta, cultivado, "Im Dresdener botanischen Garten [flowered in] 1844" (holotipo: W).


  Pleurothallis rhynchoglossa Schlechter, Orchis 9: 91-92, t. 6, f. 8-15. 1915.


  Tipo: México. Veracruz: "Bei Zacuapan, flowered in cultivation March 1914", Purpus s.n. (holotipo: B, destruido; lectotipo designado por Solano & Soto Arenas en Hágsater & Soto Arenas (2003: 513: Tabula 6, figuras 8-15).


  Hierba epífita, previamente solo conocida de México, Guatemala y El Salvador. En México la especie se encuentra sujeta a protección especial por la legislación del país, NOM-059-SEMARNARNAT (Solano, 2003; Solano, 2015). En Guatemala se conoce de los departamentos Alta Verapaz, El Quiche y Santa Rosa. Ossenbach et al. (2007) señalan su presencia en Honduras, sin embargo el estudio carece de un espécimen testigo que permita confirmarlo. Por consiguiente, el espécimen propuesto representa el primer registro y confirma su presencia en Honduras. La población descubierta en el PNMC se encuentra aproximadamente a 200 km de distancia de la localidad más cercana de la especie, en Alta Verapaz, Guatemala. Dentro del PNMC se encuentra en los límites de las zonas núcleo y de amortiguamiento (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano inferior (Fig. 3D), a 1531 m s.n.m. Al encontrarse entre los límites de las zonas de la zona núcleo y de amortiguamiento del PNMC, probablemente su preservación no se encontrará amenazada por la pérdida de hábitat.


  Fenología:Florece en febrero.


  Ejemplar de respaldo. Honduras: Lempira,Parque Nacional Montaña de Celaque, microcuenca La Camotera, Monte de la Virjen, Las Flores, 1531., 23 feb. 2015, H. Vega 2183 (TEFH).


  Dendrophylax porrectus (Rchb. f.) Carlsward & Whitten, Int. J. Pl. Sci. 164: 51. 2003. (Fig. 1F). Aeranthes porrectus Rchb. f., Flora 48(18): 279. 1865. Campylocentrum porrectum (Rchb. f.) Rolfe, Orchid Rev. 11(128): 247. 1903. Harrisella porrecta (Rchb. f.) Fawc. & Rendle, J. Bot. 47(559): 266. 1909. Tipo: Cuba. C. Wright 3302 (holotipo: posiblemente en W; isotipo; K-L, MO).


  Hierba epífita, distribuida en Florida (Estados Unidos), México, Guatemala, El Salvador, Cuba, Jamaica y Puerto Rico, donde crece usualmente en selvas y bosques caducifolios, desde el nivel del mar hasta los 900 m s.n.m. (Molgo, 2011). La población descubierta en el PNMC se encuentra aproximadamente a 100 km de distancia de la localidad más próxima de la especie, Sitio del Niño, El Salvador (F. Hamer 506 SEL). Dentro del PNMC la especie se recolectó en los límites de la zona de amortiguamiento (Fig. 2), aproximadamente a 2,5 km del aeródromo Celaque, donde crece sobre árboles a orillas del sistema agropecuario (potreros), a 1045 m s.n.m. El estado de conservación de esta especie no ha sido evaluado, pero en el parque su densidad parece ser baja en la zona de amortiguamiento y crece usualmente sobre arboles de Ficus sp. y Simarouba glauca. La conservación de esta población dentro de la zona de amortiguamiento del parque no garantiza su preservación por la pérdida del hábitat.


  Fenología: Florece en noviembre.


  Ejemplar examinado. Honduras: Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, Villa Verde, Gracias, 1045 m s.n.m., 6 nov. 2014, H. Vega 2078 (TEFH).


  Epidendrum santaclarense Ames, Sched. Orch. 4: 49-50. 1923. (Fig. 4A).
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  Tipo: Costa Rica: Cartago: Santa Clara, 1820-1980 m s.n.m., C.H. Lankester & A. Sancho 443 (holotipo: AMES-23727).


  Hierba epífita, distribuida desde el sureste de México (Chiapas) hasta la Provincia de Chiriquí en el oeste de Panamá, entre 2200 y 2740 m s.n.m. (Tropicos.org, 2015). La población descubierta en el PNMC se encuentra a 75 km de distancia de la localidad más próxima de la especie, en el Parque Nacional Montecristo (Metapan), El Salvador (F. Hamer 511 MO; Tropicos.org, 2015). Dentro del PNMC esta orquídea se recolectó dentro de la zona núcleo (Fig. 2), creciendo sobre ramas de encino (Quercus sp.) en el bosque tropical siempre verde mixto altimontano (bosque nuboso) (Fig. 3E), a 2700 m s.n.m., donde la población presenta una densidad baja. Al encontrarse dentro de la zona núcleo del PNMC, probablemente su preservación no se encontrará amenazada por la pérdida de hábitat.


  Fenología: Florece en mayo.


  Ejemplar examinado. Honduras: Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, rumbo al cerro Las Minas, Gracias, 2740 m s.n.m., 9 mayo 2014, H. Vega 1998 (TEFH).


  Lepanthes enca-barcenae Archila, Rev. Guatem. 1: 13-18, f. 1998. (Fig. 4B).


  Tipo: Guatemala. Alta Verapaz: Tzalam, Tactic, 1600 m s.n.m., colectada en Diciembre de 1990, cultivada en vivero, Familia Archila s.n. (holotipo: AGUAT; isotipo: AGUAT).


  Lepanthes pabloi Luer & Béhar, Orquideología 21: 321-323, f. 2000.


  Tipo: Guatemala: Dept. of Alta Verapaz: near Cobán, collected by Pablo Mul, flowered in cultivation ago. 1977, M. Behar 143 (holotipo: MO).


  Hierba epífita, previamente solo conocida de tres colecciones de los alrededores de Cobán, Alta Verapaz, Guatemala. Una de las colecciones corresponde a la localidad tipo de L. enca-barcenae, en bosque pluvial montano bajo, a 1600 m s.n.m. La segunda del material tipo del sinónimo L. pabloi, de las cercanías de Cobán; y la tercera corresponde a observaciones personales de uno de los autores (E. Mó 2015) en las montañas de Caquipec, San Juan Chamelco, Caserío Nuevo Chicacnab, a 2400 m s.n.m., creciendo junto con L. tactiquensis Archila y L. × stenosepala Luer & Behar. Está ultima población se encuentra resguardada dentro la reserva privada Chicacnab del proyecto Ecoquetzal. La población descubierta en el PNMC se encuentra separada aproximadamente 200 km de las localidades conocidas en Guatemala, lo que incrementa el rango de distribución conocido para la especie. Dentro del PNMC esta orquídea se recolectó en la zona núcleo (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto altimontano (bosque nuboso) (Fig. 3E), a 2621 m s.n.m. La población tiene una densidad muy baja y los individuos crecen frecuentemente sobre arboles jóvenes a una altura de 2 a 5 m. Al encontrarse dentro de la zona núcleo del PNMC, probablemente su preservación no se encontrará amenazada por la pérdida de hábitat.


  Fenología: Florece en mayo.


  Ejemplar examinado. Honduras:Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, rumbo al cerro Las Minas, Gracias, Lempira, 2621 m s.n.m., 9 may. 2014, H. Vega 1993 (TEFH).


  Lepanthes fratercula Luer & Béhar, Lindleyana 5: 188. 1990. (Fig. 4D).


  Tipo: Guatemala: Baja Verapaz: epiphytic in forest near Unión Barrios, Montaña El Quisis, Aldea El Carmen, alt. 1800 m s.n.m., 15 ene. 1989, M. Behar 9 (holotipo: MO).


  Hierba epífita, previamente conocida de los departamentos de Baja Verapaz, Alta Verapaz y Jalapa, en Guatemala, en bosques lluviosos, entre 1800 y 2420 m s.n.m. (Archila, 2001; Mó-Mó y Ruíz-Cruz, 2012). La población descubierta en el PNMC se encuentra entre 150 y 170 km de distancia de las poblaciones de Guatemala, lo que incrementa el rango de distribución conocido para la especie. Dentro del PNMC la especie se recolectó en la zona núcleo (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto altimontano (bosque nuboso) (Fig. 3E), a 2770 m s.n.m., donde la población parece ser localmente abundante. La conservación de la especie dentro PNMC no se encuentra amenazada por la pérdida de hábitat.


  Fenología: Florece en mayo.


  Ejemplar examinado. Honduras:Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, rumbo al cerro Las Minas, Gracias, Lempira, 2770 m s.n.m., 9 may. 2014, H. Vega 1992 (TEFH).


  Lepanthes isabelae Archila, Rev. Guatem. 1: 7-13, f. 1998. (Fig. 4E).


  Tipo: Guatemala: Alta Verapaz: La Cumbre, tactic, 1400-1600 m s.n.m., colectada en enero de 1988, cultivada en la Estación experimental de Orquídeas, Archila s.n. (holotipo: AGUAT).


  Hierba epífita, previamente conocida solo de la localidad tipo, la cual se encuentra separada por 200 km de la población descubierta en el PNMC. Dentro del PNMC la especie se recolectó en los límites de las zonas núcleo y de amortiguamiento (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano inferior (Fig. 3D), a 1607 m s.n.m. Esta especie crece frecuentemente sobre arboles jóvenes a una altura de 2 a 5 m. Al encontrarse entre las zonas núcleo y de amortiguamiento del PNMC, probablemente su preservación no se encontrará amenazada por la pérdida de hábitat.


  Fenología:Florece en marzo.


  Ejemplar examinado. Honduras:Lempira, Parque Nacional Montaña de Celaque, Río Cospa, Aldea Limones, Gracias, Lempira, 1607 m s.n.m., 3 mar. 2015, H. Vega 2195 (TEFH).


  Sarcoglottis schaffneri (Rchb. f.) Ames, Enum. Pl. Guatem. 7: 50. 1905. Spiranthes schaffneri Rchb. f., Linnaea 28: 382. 1857. Gyrostachys schaffneri (Rchb. f.) Kuntze, Revis. Gen. Pl. 2: 664. 1891. Pelexia schaffneri (Rchb. f.) Ames, Enum. Pl. Guatem. 7: 50. 1905. Potosia schaffneri (Rchb. f.) R. González & Szlach. ex Mytnik, Genus: Int. J. Invert. Taxon. 59-60. 2003.


  Tipo: México. Sin localidad exacta, Ago. 1854, Schaffner 205 (holotipo: W-R).


  Sarcoglottis pubilabia Ames, Sched. Orch. 2: 11. 1923.


  Tipo: México. Distrito Federal: Lava fields near Tlalpam, 29 May. 1904, C.G. Pringle 8867 (holotipo: AMES-6648; isotipo: BM, C, HBG, W, Z).


  Sarcoglottis zamororae Ames, Sched. Orch. 2: 13-14. 1923. Potosia zamororae (Ames) R. González & Szlach. ex Mytnik, Genus: Int. J. Invert. Taxon. 60. 2003.


  Tipo: Guatemala: Santa Rosa: Zamorora, Abr. 1893, Heyde & Lux 4625 (holotipo: AMES-6404; isotipo: M, NY, US-576405).


  Spiranthes emiliae M.C. Johnst., Phytologia 48: 96-97. 1981.


  Tipo: México. Coahuila: Municipio de Cuatro Ciénegas, Sierra de la Madera, Cañón del Agua, 27°3'N, 102°24'W, common in creek with Little running water, 1,750-2,200 m (this one at 1,865), 15 Ago. 1980, E. Lott & T. Wendt P-22 (holotipo: TEX).


  Potosia guatemalensisArchila & Szlach., Biodivers. Res. Conservation 29: 26-27, f. 1A-H, 2, 3. 2013. syn. nov. (Fig. 4E).


  Tipo: Guatemala. Petén: San Francisco, 200 m s. n. m., Mar 2010, A. Mó & J. Mó, FA-1265 (holotipo: BIGU; isotipo: UGDA-DLSz).


  Hierba terrestre, distribuida en México, Guatemala y El Salvador. Soto-Arenas et al. (2007a) señala que Sarcoglottis schaferii representa un complejo de especies que requiere de mayor estudio para entender su variación morfológica y distribución geográfica, con el fin de confirmar si las especies recientemente propuestas (bajo el género Potosia) deben ser especies aceptadas o simplemente representan sinónimos. En este sentido, Archila y Szlachetko (2013) con base en el ápice del labelo trilobado "epiquillo trilobado" (versus ápice del labelo entero "epiquillo entero") describieron Potosia guatemalensis del departamento Petén, Guatemala. No obstante, dicho carácter diagnóstico forma parte de la variación floral de S. schaferii, ya que poblaciones de esta especie en México el ápice del labelo varía de entero a trilobado (Soto-Arenas et al., 2007b: Figura 1093; http://naturalista.conabio.gob.mx/observations/290460, respectivamente). Por lo tanto, consideramos que Potosia guatemalensis es un sinónimo de S. schaferii. Además, estos autores asignaron una localidad errónea al ejemplar tipo, pues de acuerdo a los recolectores del mismo, éste proviene de San Pedro de la Huerta, en el departamento Sacatepéquez, a 1842 m s.n.m., donde crece con otras Orchidaceae como Cyclopogon miradorensis Schltr. y Rossioglossum grande (Lindl.) Garay & G.C. Kenn. (E. Mó y J. Mó comm. pers., 2015). Además, especies del género Potosia crecen usualmente entre los 1,600 y 2,800 msnm, en bosques de pino o pino-encino.


  Sarcoglottis schaferii previamente fue registrado para Honduras por Ossenbach et al. (2007). Sin embargo, carece de un espécimen testigo que permita confirmar su presencia en el país. Por consiguiente, el espécimen propuesto representa el primer registro y corrobora su presencia en Honduras. La población descubierta en el PNMC se encuentra a 220 km de distancia de la localidad correcta donde fue recolectado el ejemplar tipo de la especie. Dentro del PNMC se recolectó en el límite de las zonas núcleo y de amortiguamiento (Fig. 2), en el bosque tropical siempreverde mixto montano superior (bosque mixto de pino-liquidámbar) (Fig. 3A), entre 1905 y 1950 m s.n.m.


  Fenología:Florece en mayo y junio.


  Nuevo registro:Lempira: Parque Nacional Montaña de Celaque, campamento Don Tomás, Gracias, Lempira, 1,905-1,950 msnm, 9 may. 2014, H. Vega 1988 (TEFH).


  Los once nuevos registros representan un incremento en el conocimiento de la flora del PNMC y de Honduras; al mismo tiempo constituyen el número de especies presentes en un país, permiten la correcta identificación y son la base para la realización de otro tipo de investigaciones en diversas áreas del conocimiento, como por ejemplo para entender los patrones de distribución geográfica y en la evaluación de los estados de conservación de las especies. Sin embargo, a pesar de los avances en el conocimiento de la flora de Honduras, todavía se requiere de mayores exploraciones botánicas que permitan tener un mayor conocimiento de la flora en áreas naturales protegidas que son los lugares más adecuados para la conservación de la biodiversidad; considerando que los ecosistemas en Honduras se encuentran sometidos a presión por la actividades antrópicas (e.g., actividades agrícolas y ganaderas, asentamientos humanos, tráfico ilegal). En este sentido, el PNMC alberga una gran cantidad de plantas y animales, un ejemplo es la presencia de seis de las siete especies de pino que existen en Honduras, así como la presencia de varios taxones de flora y fauna incluidas en las categorías de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN y en los apéndices CITES. Por lo tanto, es indispensable seguir realizando estos esfuerzos para efectuar inventarios florísticos exhaustivos que nos permitan documentar y tener una mejor comprensión de la flora que se encuentra en las áreas naturales protegidas, lo cual permitirá fortalecer los esfuerzos de conservación que se encuentran en ejecución en las áreas naturales protegidas.
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  RESUMEN


  Se reporta el redescubrimiento de Polygala corifolia Planch. & Triana después de 170 años de su primera y última colección. Polygala corifolia fue descrita con base en una única colección realizada en la Sabana de Bogotá en 1844. Debido a la ausencia de registros posteriores a su descripción, esta especie se consideraba extinta. El nuevo registro proviene de una nueva localidad en la zona de páramo del municipio de Yarumal, norte de Antioquia. La considerable transformación y las actividades agropecuarias evidenciadas en esta zona, hacen que la supervivencia de esta población y posiblemente de la especie sea poco probable.


  Palabras clave: Antioquia, Colombia, Páramo, Poygala corifolia.

  


  ABSTRACT


  The rediscovery of Polygala corifolia Planch. & Triana 170 years after the first and last collection is reported. Polygala corifolia was described based on a single collection made in the Sabana de Bogota in 1844. Due to the absence of records after its description, this species was considered extinct. The new record comes from a new locality in the Páramo of the Yarumal municipality, north of Antioquia. The considerable transformation and agricultural activities evidenced in this area, makes unlikely the survival of this population and possibly of the species.


  Keywords: Antioquia, Colombia, Páramo, Poygala corifolia.

  


  El proyecto "Flora Angiosperma de los páramos de Antioquia", realizado por la Universidad de Antioquia con el apoyo de Missouri Botanical Garden, permitió la exploración detallada y la recolección de material vegetal en las seis áreas de páramo con que cuenta el departamento de Antioquia. Las colecciones vegetales efectuadas, permitieron evidenciar la ocurrencia de especies y registros nuevos para Antioquia y Colombia. En estas exploraciones se resalta el registro de una especie de la familia Polygalaceae, cuya última colección se realizó a mediados del siglo XIX.


  El departamento de Antioquia, se ubica al noroeste de Colombia y cuenta con un área de 63612 km², de los cuales cerca de 300 km2 se encuentran representados por el ecosistema páramo (Sarmiento et al., 2013).


  El género Polygala L. (Polygalaceae) cuenta con cerca de 500 especies de distribución cosmopolita y mayor diversidad en zonas holárticas (Persson, 2001). En las zonas tropicales, el género Polygala prospera en áreas de medias altitudes, con humedades bajas a medias (Eriksen et al., 2000). En Colombia Polygala está representado por cerca de 20 especies, tres de ellas ocurriendo en el departamento de Antioquia (Idárraga et al., 2011): Polygala asperuloides Kunth, P. paniculata L. y P. trichosperma L. Según Cleef et al. (1993), el género Polygala en Suramérica proviene de las sabanas de tierras bajas y ha logrado colonizar los bosques montanos y los páramos de Colombia, Venezuela, Panamá y Costa Rica, donde también crece en sabanas abiertas.


  Polygala corifolia Planch. & Trianafue descrita por los botánicos Jules Émile Planchon y José Jéronimo Triana y publicada en Annales des Sciences Naturelles en el año de 1862. La descripción de la nueva especie se basó en una colección botánica realizada en diciembre de 1844, por el explorador francés Justin Goudot, quien recolectaba animales y plantas para el Museo Nacional de Historia Natural de Francia.


  Polygala corifolia (Fig. 1) es una hierba de múltiples tallos, hojas simples, alternas, lineares, de márgenes ligeramente revolutos y de consistencia crasa. Las flores se desarrollan de forma axilar y presentan característicamente un cáliz rosado. Los frutos para esta especie son descritos en el protólogo como cápsulas elíptico obovadas.


  [image: ]


  El espécimen tipo fue recolectado por Goudot en la vía entre Bogotá y Caqueza, departamento de Cundinamarca, en la Cordillera Oriental y por cerca de 170 años no fue colectada ni reportada, hasta la exploración realizada por la Universidad de Antioquia a los páramos del departamento de Antioquia entre los años 2010 y 2013. Polygala corifolia se encontró en Antioquia en el corregimiento Llanos de Cuivá, municipio de Yarumal, ubicado en la Cordillera Central. La colección fue realizada en mayo de 2012, en las coordenadas: 6°49'45" N 75°29'22" O, a una altitud de 2700 m s.n.m., bajo el número de colección Alzate 4518, el cual fue depositado en el herbario de la Universidad de Antioquia (HUA).


  Los Llanos de Cuivá (Fig. 2) constituyen un páramo extrazonal a una altitud de 2700 m.s.n.m., lo cual corresponde a la menor altitud donde se pueden hallar especies indicadoras de páramo en el departamento de Antioquia como son Espeletia occidentalis A.C. Sm., Paepalanthus ensifolius (Kunth) Kunth y Calamagrostis effusa (Kunth) Steud. Este pequeño fragmento de páramo tiene una extensión aproximada de 10 ha y está circundado por cultivos, asentamientos suburbanos y explotaciones ganaderas. Polygala corifolia crece en las zonas secas de potrero. La descripción del área de la colección tipo no especifica las condiciones ambientales, pero la zona entre Cáqueza y Bogotá tiene altitudes y precipitación similares a las encontradas en los Llanos de Cuivá.


  [image: ]


  La colección realizada de P. corifolia en el norte de Antioquia, evidencia la supervivencia de esta especie que no se había vuelto a colectar desde 1844. Sin embargo, la nueva localidad de distribución reportada para el taxón presenta inminentes peligros para la preservación de sus coberturas paramunas, debido a la presión generada por las actividades agrícolas y comerciales que se desarrollan en su entorno. Considerando que solo se conocen dos localidades para este taxón, que en una localidad no se ha vuelto a registrar (Sabana de Bogotá), y que ambas localidades se encuentran considerablemente transformadas y presentan evidentes peligros de conservación, el panorama para la conservación de P. corifolia es poco alentador.
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  RESUMEN


  Reportamos las primeras observaciones del carpintero cabecirrufo (Celeus spectabilis) en Colombia. Se fotografiaron dos individuos adultos en el extremo sur oriental del departamento del Cauca, que extienden la distribución conocida más de 170 km. Esta especie se distribuye al oeste de la cuenca del Amazonas y previamente solo se registraba hasta el nororiente de Ecuador. Los individuos reportados en un bosque ripario amazónico sirven como evidencia para extender, hacia el norte, la distribución de la especie. Estos nuevos registros evidencian la necesidad de continuar con el trabajo de campo en esta región y así complementar el conocimiento de la avifauna de las estribaciones del piedemonte amazónico.
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  ABSTRACT


  We present the first records of the Rufous-headed Woodpecker (Celeus spectabilis) for Colombia, based upon a two adults photographed in southeastern Cauca Department, which extend the known range of the species by more than 170 km. The species inhabits the western Amazon basin and previously their northernmost range was to the northeast of Ecuador. The individuals were observed in a tropical riparian forest. These records extends, to the north, the range of species, and highlight the necessity of more field work in the region to complement the knowledge of the avifauna of the Andean foothills of the Amazon.


  Keywords: Amazon basin, Amazonian foothill, Cauca, range extension.

  


  El carpintero cabecirrufo Celeus spectabilis (Sclater, PL & Salvin, 1880), se distribuye al occidente de la Amazonia, desde el centro de Bolivia hacia el norte, a través del oeste de Brasil y el oriente de Perú, hasta el nororiente de Ecuador (Restall et al., 2006; Schulemberg et al., 2010) (Fig. 1). Las preferencias de hábitat de C. spectabilis han sido poco estudiadas, principalmente al norte de su distribución. Se conoce que se encuentra en bosques húmedos y bosques riparios de las zonas bajas de la Amazonia, donde predominen géneros vegetales como Gynerium, Heliconia y Cecropia (Restall et al., 2006). Hacia el sur de su distribución se ha documentado como asociado a matorrales de bambú (Guadua sp.) (Parker, 1982; Parker et al., 1996; Schulemberg et al., 2010). En Ecuador es considerada una especie rara y de distribución muy local, asociada a bosques de ribera y várzea (Ridgely y Greenfield, 2006). Forrajea desde pocos metros del suelo hasta el subdosel del bosque y se desplaza solo o en parejas, inspeccionando troncos caídos, árboles secos o perforando el bambú en busca de insectos y larvas (Restall et al., 2006).
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  La cuenca del Amazonas es el centro de diversidad del género Celeus y en algunos sectores hasta cinco especies pueden ser simpátricas bajo un particionamiento ecológico (De Sousa Azevedo et al., 2013). Entre las especies de este género, C. spectabilis es considerada una especie difícil de observar debido a que no vocaliza frecuentemente, se encuentra en hábitats de difícil acceso (Schulemberg, 2010) y presenta densidades poblacionales bajas (Parker, 1982; Parker et al., 1996; Lloyd, 2000; Restall et al., 2006). Los nidos documentados para esta especie son huecos en árboles vivos o muertos, principalmente de madera suave y con entradas por encima de los dos metros (Kratter, 1998). Los nidos de las poblaciones del suroeste de la Amazonia se asocian a los matorrales de bambú (Guadua sp.) (Kratter, 1998; Lloyd, 2000).


  Durante una jornada de observación de aves en los alrededores del corregimiento de Miraflor (01° 01' N, 076° 26' W, 290 m s.n.m.), municipio de Piamonte, departamento de Cauca, al suroeste de Colombia, dos de los autores observaron un individuo del género Celeus alrededor las 08:30 del 30 de julio de 2014. El individuo fue fotografiado (Fig. 2A) e identificado preliminarmente como C. torquatus. Este se encontraba en un bosque secundario en la ribera del río Guayuyaco, afluente del río Caquetá. El sitio se caracteriza por una topografía plana con pequeñas colinas y corresponde a un relicto de bosque húmedo tropical con riberas en regeneración. En el sitio se encuentran especies vegetales como Erythrina poeppigiana (Fabaceae), Cecropia sp. (Cecropiacea), Parkia sp. (Fabaceae), Piper sp. (Piperaceae) y Bambusa sp. (Poaceae), que forman un dosel cerca de 10 m sobre el suelo (Fig. 3). Durante un par de minutos el ave se observó picoteando y escarbando entre la corteza de un árbol de E. poeppigiana a una altura aproximada de cuatro metros. Un año después las fotos fueron revisadas por uno de los autores, quien corrigió la identificación inicial al notar que se trataba de un individuo de C. spectabilis, gracias a la presencia de los caracteres distintivos de esta especie: cabeza color café chocolate con una banda escarlata en los lados, cuerpo y alas principalmente amarillo con barras negras contrastantes; pecho y cola negros, primarias y secundarias rufas sin marcas, supracaudales amarillas; lo cual permite una diferenciación de C. torquatus, la especie más parecida (Restall et al., 2006; Ridgely y Greenfield, 2006; Schulemberg et al., 2010). La hembra presenta un plumaje similar pero con ausencia de la franja rojiza de la cabeza (Restall et al., 2006).
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  Posteriormente, el 3 de agosto de 2015 y con el fin de obtener mayor evidencia de la presencia de la especie los autores realizaron recorridos adicionales en los que se obtuvo un segundo registro (Fig. 2B y 2C). Este nuevo registro correspondió a una hembra que forrajeaba en un bosque intervenido con presencia de bambú (Guadua sp.), picoteando y comiendo hormigas en un árbol de Yarumo (Cecropia sp.) a una altura aproximada de 9 metros. El lugar del segundo registro fue en la vereda la Guajira, municipio Piamonte, departamento del Cauca (01° 01' N, 076° 27' W 300 m s.n.m.), además se evidenció que la especie habita en simpatría con C. flavus y C. elegans.


  Estos registros extienden la distribución conocida de C. spectabilis ca. 175 km hacia el norte en la Amazonia Colombiana y representan al momento el punto más al norte de su distribución (Fig. 1). También, confirman la presencia de la especie en bosques húmedos de ribera cercanos a las estribaciones de la Cordillera de los Andes, en los cuales parece tolerar niveles de alteración moderado (Restall et al., 2006), este tipo de hábitat es relativamente continuo en el suroeste de la Amazonia colombiana. Es probable que estudios anteriores en sectores de Putumayo no hayan registrado a C. spectabilis debido a que la especie parece difícil de detectar en su hábitat y puede confundirse fácilmente con C. torquatus. Sin embargo, este reporte sugiere que esta especie podría ser más común en esta parte del país de lo que se cree, pero la falta de conocimiento de la avifauna en la región posiblemente ha hecho que pase desapercibida.


  Los bosques del piedemonte amazónico colombiano son un área poco explorada ornitológicamente; lo cual se evidencia en trabajos relativamente recientes que reportan los primeros endemismos de la región del Napo en la zona (Salaman et al., 1999; Salaman et al., 2002), ampliaciones de distribución para el piedemonte amazónico (Bohorquez, 2002; Gomez-Bernal et al., 2015) y nuevos registros para el país como Odontophorus speciosum (Olaciregui y Guzmán, 2011), Glaucidium parkeri (Acevedo et al., 2015) y Nystalus striolatus (Obs pers DCA 2015). Es probable que varias de las especies que se distribuyen en los bosques de transición entre las tierras bajas amazónicas y las estribaciones andinas en el lado ecuatoriano también ocurran en la parte norte en territorio Colombiano. Se requiere promover la realización de investigaciones más completas en esta zona que comprende una amplia diversidad de aves y fortalecer el sistema de área protegidas en la región, que incluye entre otros, al Parque Nacional Natural Serranía de Los Churumbelos Auka Wasi, localizado muy cerca de este nuevo registro.
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  RESUMEN


  La naturalización de especies no nativas ha sido bien documentada en zonas templadas, pero poco se sabe sobre las regiones tropicales. Entender el proceso de expansión de rango geográfico de especies generaría estrategias de manejo y conservación. En esta nota se documenta la presencia de Ara macao y Amazona ochrocephala, así como el primer registro de un híbrido en estado salvaje en las zonas urbanas y rurales del departamento del Quindío (Andes centrales) de Colombia. Por medio de observación directa se logró identificar una alta capacidad de adaptación de la especie A. macao e híbrido a las condiciones rurales y urbanas de las zonas bajas del departamento entre los municipios de Armenia y la Tebaida. Se observaron varios individuos de A. ochrocephala las cuales se catalogaron como aves errantes. En total se reportan 17 especies de psitácidos dentro del departamento del Quindío. Se recalca la importancia de la presencia de estas aves no nativas en ecosistemas donde no habitan naturalmente por sus posibles implicaciones al cambiar la composición de la avifauna nativa, así como se incentiva el monitoreo para futuros planes de manejo y conservación.


  Palabras clave: composición de aves, ecosistemas urbanos, especies no nativas, naturalización.

  


  ABSTRACT


  The naturalization of non-native species has been well documented in temperate zones, but little is known about tropical regions. Understanding the process of expanding geographic range of species generated management and conservation strategies. In this note is documented the presence of Ara macao and Amazona ochrocephala, and the first record of a hybrid in the wild in urban and rural areas of the department of Quindío, Central Andes of Colombia. Through direct observation it was possible to identify a high adaptability of the species A. macao and hybrid to the rural and urban conditions of low-lying areas of the department between the municipalities of Armenia and Tebaida. Several individuals of A. ochrocephala which were categorized as wandering birds were observed. A total 17 species of parrots in the department of Quindío are reported. The importance of the presence of these non-native birds in ecosystems where naturally inhabit its possible implications to changing the composition of the native avifauna is emphasized, as well as monitoring for future conservation and management plans are encouraged.


  Keywords: avian composition, naturalization, non-native species, urban ecosystems.

  


  La naturalización ocurre cuando las especies no nativas establecen poblaciones nuevas que se perpetúan en espacio y tiempo sin intervención directa de los seres humanos (Richardson et al., 2000). Alrededor del mundo se conocen poblaciones ya naturalizadas de gran variedad de especies incluyendo las aves (Lever, 2005). Los psitácidos son uno de los grupos con mayor éxito en el establecimiento de especies no nativas después de los pinzones (Lockwood, 1999). La alta capacidad de adaptación les permite colonizar ambientes urbanos y rurales fuera de su hábitat y rango geográfico original; un claro ejemplo son las poblaciones de Ara severus (Linnaeus, 1758) que se han aumentado en Norteamérica, al igual que Psittacula krameri (Scopoli, 1769) en varios países europeos (Cassey et al., 2004; Burger y Gochfeld, 2005; Butler, 2005; Lara-Vásquez et al., 2007; Martens et al., 2013; Arbeláez-Cortes et al., 2015; Toft y Wright, 2015).


  Muchas de las poblaciones no nativas de psitácidos son producto del tráfico ilegal y comercio, por lo general provienen de la regiones tropicales donde su riqueza y abundancia es mayor (Forshaw y Knight, 2010; Tooft y Wright, 2015). Particularmente en Colombia este grupo es más representativo en tierras húmedas bajas, pero pueden encontrarse en todos los hábitats, desde el nivel del mar hasta los fríos paramos (Hilty y Brown, 1986). A la fecha se reconocen 53 especies distribuidas en 17 géneros por todo el país (Rodríguez y Hernández-Camacho, 2002), de las cuales 11 están bajo alguna categoría de amenaza según la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (IUCN, 2015). La cacería, saqueo de nidos y captura de individuos vivos, así como la pérdida y degradación de los hábitats naturales son las principales amenazas para las poblaciones de loros nativos, causando su colapso poblacional (Rodríguez y Hernández-Camacho, 2002).


  Para el departamento del Quindío se registran 15 especies de loros (Arbeláez-Cortes et al., 2011), dicho número incrementó con la adición de Amazona amazónica (Linnaeus, 1766), especie no nativa para el departamento y que ya se ha establecido como una población naturalizada (Arbeláez-Cortes et al., 2015); los mismos autores nombran el avistamiento de Ara macao sin darle un estatus dentro del Checklist. De igual forma existen reportes de otras especies no nativas (Padda oryzivora) que parecen estar en proceso de naturalización ya que presentan poblaciones temporalmente estables (Arbeláez-Cortés et al., 2011; Donegan, 2013; Arbeláez-Cortés et al., 2015).


  En esta nota se documenta la presencia de A. macao y Amazona ochrocephala, así como el primer registro de un híbrido en estado salvaje en las zonas urbanas y rurales del departamento del Quindío, dentro de los Andes centrales de Colombia.


  Los registros de las dos especies y el híbrido se realizaron en el condominio La cabaña 1, Km 4 vía Armenia a la Tebaida (4°30'00.97" N; 75°43'17.52" O), una zona que se consideró como área rural al poseer casas campestres, un hotel y fincas con plantaciones. El 9 de julio del 2013 a las 16:57 h se avistó una pareja de A. macao en medio de una plantación de café (Coffea arabica), posadas en un árbol de Quararibea cordata (4°29'53.04" N; 75°43'20.49" O). Esta pareja estaba conformada por adultos, uno de ellos correspondiente a A. macao y la otra por un híbrido entre A. macao y Ara ararauna conocida como la "guacamaya arcoíris" o "guacamaya catalina" (McCarthy, 2006; Jordan, 2009), ambos individuos llegaron desde el sureste emitiendo llamados al vuelo. A partir de dicho avistamiento, los registros de estas aves fueron constantes en los dos meses posteriores ya que se alimentaban de los frutos de Q. cordata. Luego de culminar la época reproductiva, los individuos regresaron esporádicamente, posándose principalmente en Guadua (Guadua angustifolia), árboles secos, una torre de telecomunicaciones y una palma del género Roystonea sp. Estas guacamayas volvieron a ser observadas cada vez que el árbol de Q. cordata fructificó en 2014 y 2015.


  En los avistamientos esporádicos se observó a otro individuo de A. macao que acompañaba a la pareja anteriormente mencionada, a veces solo se observó juntos en vuelo a los dos individuos de A. macao, otras veces la guacamaya arcoíris fue vista en solitario. Este grupo frecuentó asentamientos humanos donde las personas les ponen frutos y semillas de girasol, registrándose acercamientos de hasta 50 cm de distancia. Sin embargo estas aves pueden alimentarse de los frutos disponibles en zonas aledañas.


  Estas observaciones indican que esta especie e híbrido se encuentran ya adaptados a las condiciones en las zonas bajas del departamento del Quindío entre los municipios de Armenia y la Tebaida. Determinar si están naturalizadas dependerá de futuras observaciones que indiquen la presencia de poblaciones residentes estables. Cabe resaltar que por la alta capacidad de adaptabilidad que exhiben los psitácidos, la oferta de recursos como alimento y el hábitat disponibles para poder cumplir sus ciclos de vida y las condiciones para eventos reproductivos están presentes, lo que permitirá el crecimiento de las poblaciones, como se ha visto en el municipio de Medellín ya con poblaciones estables de varias especies del genero Ara (Lara-Vásquez et al., 2015). Este patrón también ha sido observado en otras especies de psitácidos no nativos en países europeos y en Norte América (Butler, 2005; Muñoz y Real, 2006; MacGregor-Fors et al., 2011; Martens et al., 2013), donde su presencia es mayor y las poblaciones crecen en áreas altamente influenciadas por humanos.


  Por otra parte, el 16 de noviembre del 2015 entre las 16:00 h y 16:10 h se observó un grupo de cinco individuos de A. ochrocephala, este grupo se escuchó llegar desde el sureste emitiendo llamados al vuelo. Dos individuos se posaron en una árbol seco (4°29'54.64" N; 75°43'19.38" O) y los tres individuos restantes en una palma real (Roystonea sp.) (4°29'56.17" N; 75°43'18.27" O). Por la forma en que se posaron y posteriormente partieron se clasificaron como aves errantes o de paso siguiendo los criterios de Stiles (1990), ya que no buscaron fuente de alimento y la rápida huida al intentar un acercamiento dio a entender el estado silvestre en el que se encontraban. Posiblemente este grupo cruzó el departamento como una ruta para llegar a otros hábitats más propicios para la especie.


  Es probable que el origen de estos loros se deba al tráfico de fauna silvestre, ya que muchos de los residentes del área mencionan que desde hace décadas han visto varios individuos como mascotas en colegios, chalets y fincas aledañas, pero desconocen su destino final. Desde tiempos precolombinos los psitácidos han sido de especial interés por la vistosidad de su plumaje y el alto aprecio que siempre han deparado como aves de compañía, cuyo mantenimiento como mascotas es relativamente fácil (Rodríguez-Mahecha y Hernández-Camacho, 2002). De igual forma la manipulación de especies para crear híbridos se realiza frecuentemente en tiendas de mascotas y se les asocia con una alta dependencia humana (McCarthy, 2006; Forshaw y Knight, 2010; Parr et al., 2010; Toft y Wright, 2015). Especies, como los psitácidos, que poseen amplias dietas y distribución tienden a tener mayor éxito en su establecimiento (Cassey et al., 2004; Lara-Vasquez et al., 2015), como es el caso de las poblaciones ya naturalizadas establecidas en zonas templadas, cuyo crecimiento poblacional solo se ve limitado por los cambios estacionales del ambiente (Martens et al., 2013). Por lo anterior y por su alta capacidad de adaptación a estos ambientes rurales y urbanos existe la necesidad de que se realice un monitoreo constante.


  Finalmente se concluye que estas guacamayas e híbrido poseen el estatus de ser residentes dentro del departamento del Quindío, completándose un total de 17 aves pertenecientes a la familia Psittacidae. De igual forma se denota su alta capacidad de adaptación a las condiciones en las zonas bajas entre los municipios de Tebaida y Armenia. La especie A. ochrocephala queda como errante para el Quindío al no haber más registros de esta especie, sin embargo se recalca el departamento como una ruta utilizada por otras especies para lograr llegar a sus hábitats naturales. El conocimiento generado en este aspecto en las zonas tropicales es limitado, poco se sabe sobre los hábitos de especies no nativas en ecosistemas urbanos y rurales, así como sus efectos en la composición de las especies nativas y el papel que juega en las interacciones poblacionales. Por lo tanto se invita a las personas que realizan actividades de observación de aves a que comparta sus registros visuales, ya que la presencia de especies no nativas genera cambios en la composición de las especies y altera las dinámicas de los ecosistemas que frecuentan, ya sea como ruta de paso o hábitat permanente. Por último el generar este tipo de información permitirá que las autoridades ambientales y la población en general logren un adecuado manejo de las especies no nativas dentro del departamento del Quindío.
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  ABSTRACT


  This manuscript describes the mandibular muscles of the puma (Puma concolor), a widely sparse American carnivorous mammal. The muscles on the right and left side of the head of three specimens -two adult males and one young female- were dissected and photographed. This study increases our knowledge on the mandibular soft tissue and adds important anatomical information to the poorly known and documented musculature of this felid, the largest of the subfamily Felinae.


  Keywords: mandible, musculature, origin and insertion, Puma.

  


  RESUMEN


  En este trabajo se describen los músculos mandibulares del puma (Puma concolor), un mamífero carnívoro de amplia distribución en América. Se diseccionaron y fotografiaron los músculos izquierdos y derechos de la cabeza de tres individuos, dos machos adultos y una hembra juvenil. Este estudio incrementa nuestro conocimiento de los tejidos blandos mandibulares y por lo tanto, aporta información anatómica valiosa de la escasamente conocida y documentada musculatura de este félido, el más grande de la subfamilia Felinae.
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  The puma (Puma concolor, Linnaeus 1771) is among the largest felids of the world. Its size is just below the size of tigers (Panthera tigris, Linnaeus 1758), lions (Panthera leo, Linnaeus 1758), jaguars (Panthera onca, Linnaeus 1758) and leopards (Panthera pardus, Linnaeus 1758) (Nowell and Jackson, 1996). Nevertheless, specific features (e.g. shape of its nose, morphology of its feet, shape of its pupils, lacking the specialized larynx and hyoid) relate the puma with the smaller felids (Sunquist and Sunquist, 2002). Even, its skull has reached pantherine cranial size but retaining the cranial proportions of small cats (Werdelin, 1983). The species was originally nested as Felis concolor (Linneaus, 1771) but was recently recognized as Puma concolor, with Puma accepted as a separate genus by Ewer (1973) (Culver, 2010). It was placed in the subfamily Felinae. This species is also commonly known as the mountain lion, cougar, or catamount (Nowell and Jackson, 1996).


  The puma is widely distributed in America, ranging from Alaska to southernmost Chile and Argentina (Currier, 1983; Iriarte et al., 1990; Sunquist and Sunquist, 2002). It occupies diverse habitats, including arid desert, tropical rainforest and cold coniferous forest (from sea level up to 5800 m in the Andes) (Redford and Eisenberg, 1992). Size of pumas increases with latitude and varies among the subspecies (Iriarte et al., 1990); average weights range between 53 kg and 72 kg for males and between 34 kg and 48 kg for females (Currier, 1983; Nowell and Jackson, 1996). This species is listed in the International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN) red list as Least concern (IUCN, 2015).


  There are few studies describing the anatomy of pumas, the second largest feline in America, with an important occurrence not only geographically but also in abundance. Concha et al. (2004) described the intrinsic muscles of thoracic limb. The muscles of pelvic limb were reported by Caro-Munizaga and Concha (2014). Antón et al., (2004) provided information on the muscle attachments of the mastoid region of puma. Hast (1989) presented an anatomical study of larynxes of several felid species, including the puma. However, the musculature participating in the movements of the jaw has been poorly studied. Our aim was to describe the muscles of the jaw, which are directly related to masticatory function in the puma, describing their origins and insertions. This study will enhance our understanding of jaw musculature of this American mammal and will also constitute an important source of information on soft tissue anatomy for other studies.


  The muscles on the right and left side of the head of three specimens of puma, Puma concolor puma, were dissected. Faunal Department of Chubut Province (Dirección de Fauna y Flora Silvestre del Chubut, DFyFS) granted these puma specimens for the study. Collection numbers (DFyFS 288, 501 and 2e) are tentative until DFyFS completed the inventory of this faunal collection (housed at the Instituto Patagónico de Ciencias Sociales y Humanas, CENPAT-CONICET).


  DFyFS 288 and DFyFS 501 corresponded to heads of adult males (between two and three years old). These animals were hunted in 2011 and 2013 in sheep ranges at the Biedma and Telsen departments respectively (north of Chubut Province, Patagonia, Argentina) and their heads were stored at the Centro Nacional Patagónico (CENPAT-CONICET). They were hunted by sheep farmers with permission of the provincial government. In 2005 puma was declared an injurious species for livestock in Chubut province and its capture is bounty (Law N° XVII 52). DFyFS 288 was preserved in 10% formaldehyde, so the observation of muscle fibers had some limitations related to this kind of preservation. DFyFS 501 was frozen at -20° C until dissection which took place 48 hours after freezing. DFyFS 2e corresponded to a young female (between eight months and one year old). This animal was hit by a car on August 2013 near Itsmo Ameghino, Peninsula Valdes Protected Area (Chubut Province, Argentina) and then transported to CENPAT for its study. The animal was frozen at -20° C until dissection. DFyFS 501 and DFyFS 2e were fresh, so the observation of muscle fibers was optimal.


  In all specimens, dissection proceeded from the most external muscle layer and each muscle was documented with digital photographs. The origins and insertions of each muscle were recorded. A skull of puma was available for comparison and identification of skulls features during dissection. The muscular nomenclature used by Diogo et al. (2012) was employed. The following masticatory muscles were dissected in order to determine their origin and insertion: the masseter, temporalis, digastricus, pterygoideus medialis, pterygoideus lateralis, and mylohyoideus.


  The masseter (Fig. 1A)is a broad muscle on the lateral side of the face and its function is to elevate the mandible. This muscle has been described in felids such as domestic cat (Felis catus, Linnaeus 1758), serval (Leptailurus serval, Schreber 1776), and tiger (Panthera tigris) (Sasaki et al., 2000; Laison et al., 2001; Diogo et al., 2012). In L. serval and P. tigris, the masseter is divided into three layers (ventral, superficial and deep bundles) but in the present study only two layers were distinguishable: a superficial bundle (superficialis), which was the largest, and a deeper bundle profundus. The division of the masseter muscle into three layers or bundles is a feature well represented within felids (Diogo et al., 2012). Nevertheless, in the P. concolor only two layers were present as in the small felids such as F. catus (Marcelo Carrera Pers. Obs., but see Laison et al., 2001) This muscular configuration could be related particularly to the taxonomic relationship of P. concolor within Felidae (i.e., the most closet relationship between Domestic cat lineage and Puma lineage versus Caracal + Panthera lineages, see Johnson et al., 2006). The masseter originates on the ventral border of the zygomatic arch and inserts onto the ventral part of the masseteric fossa. The origin and insertion are by tendons and fleshy fibers. The small deeper or ventral layer of the masseter attach to ventral and ventromedial portion of the ramus of the mandible. The layer superficialis, which occupies the major portion of the masseteric fossa, inserts mainly on the ventrolateral surface of the mandible (i.e., angular part). Both layers and bundles of the masseter muscle blended, posteriorly, the pterygoideus (see below).
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  The temporalis (Fig. 1B) is a large muscle in carnivores (Turnbull, 1970) and its function is to elevate the mandible. As observed by Diogo et al., (2012) in servals and tigers and by Laison et al., (2001) in domestic cats, the temporalis is divided into two parts, superficial pars suprazygomatica and the largest portion of the muscle, the deeper main body (Fig. 1C). Both parts are separated by an aponeurosis, important feature of the temporalis muscle in carnivores. The main body is subdivided into an anterior and posterior superficial layer. The well-developed pars suprazygomatica (Fig. 1D) arises from the posterolateral portion of the skull and the medial side of the zygomatic arch. This muscle reaches the lateral part of the temporal crest. Both, the origin and the insertion, are via tendon and fleshy fibers. The largest layer of the temporalis (i.e., the deeper main body), originates from the temporal lines and the temporal fossa of the skull, also covering the caudal margin of the orbital ligament, whereas its insertion is in the coronoid process. The main body and its corresponding subdivision of the temporalis, is found in most groups of carnivores as well as other mammals, but the broad attachment of the deeper layer is a common feature present in carnivorans and just few other mammals (Diogo et al., 2012).


  The digastricus, a mandibular depressor muscle (Fig. 2A), is divided into two parts: rostral and caudal portions (named as digastricus anterior and digastricus posterior by Diogo et al., 2012). The former is a mandibular muscle whereas the caudal portion is a hyoid muscle. Therefore, because the aim of this work was focused on the mandibular muscles, just the rostral portion of the digastricus is currently described. This is a relatively long and thin muscle. This ventral mandibular muscle originates at the mastoid process of temporal and jugular process of occipital of skull and inserts via fleshy fibers in the ventromedial surface of the mandible.
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  The mylohyoideus (Fig. 2B) is a flat muscle and blind to the geniohyoideus muscle. It extends from the mylohyoid line running from the ventromedial portion of the body of the mandible. This muscle, related to the movements of the tongue and the elevation of the hyoid, inserts via a flat tendon (i.e., aponeurotically) to the hyoid apparatus as in other felids (see Diogo et al., 2012).


  Within the ventral mandibular muscles is the pterygoideus medialis and lateralis (Fig. 2C-D). The pterygoideus medialis is a robust muscle whereas the lateralis is a relatively thin muscle. The pterygoideus medialis, which is blended for the masseter, originates at the pterygopalatine fossa and inserts via tendon and fleshy fibers to the ventrolateral portion of the mandibular ramus. The pterygoideus lateralis, which is blended for the pterygoideus medialis (a feature present in all major carnivoran groups, see Diogo et al., 2012) originates at the lateral surface of the pterygoid bone and adjacencies and inserts to the condylar process of the mandible via a well-marked tendon.


  The P. concolor is a widely sparse carnivoran mammal; however, several aspects particularly those related to its soft tissue anatomy are poorly known. In this context, this study provides novel information which can be used as a source for further studies for this or others species of Felidae. This study augments our knowledge of soft tissue mandibular anatomy of this still enigmatic American felid.
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  RESUMEN


  Este estudio presenta la composición, diversidad, abundancia, distribución geográfica y altitudinal de las especies del género Rhagovelia en la cuenca alta del Río Putumayo, Piedemonte sur de la Amazonia, departamento de Putumayo, Colombia. Las estaciones de muestreo fueron establecidas en el rango altitudinal entre los 160 a 590 m. s. n. m., comprendido entre las localidades de Mocoa y Puerto Asis. Las muestras fueron colectadas usando redes entomológicas entre Junio y Noviembre de 2015. En total se encontraron siete especies del género Rhagovelia, pertenecientes a los grupos bisignata y robusta; se describe la forma macróptera de la especie Rhagovelia longipes Gould, 1931. Se amplió el rango geográfico para la mayoría de las especies y se preciso el rango altitudinal de tales especies en el piedemonte de la Amazonía. Para cada especie también se caracterizó el hábitat a través de los parámetros físico-químicos del agua donde se recolectaron los especímenes.


  Palabras clave: Amazonía, insectos semiacuáticos, Neotrópico, Sudamérica, sureste de Colombia.

  


  ABSTRACT


  This study presents the composition, diversity, abundance, geographic and altitudinal distribution of the genus Rhagovelia in the Upper basin of the Putumayo River, located in the Andean foothills of the Amazonia (Putumayo) in Colombia. Sampling stations were established ranging in altitude from 160 to 590 masl, between the localities of Mocoa and Puerto Asis. Samples were collected in June and November 2015, using entomological nets. In total, seven species were found for the genus Rhagovelia, all of which belong to bisignata and robusta groups; the macropterous morph of Rhagovelia longipes Gould, 1931 was described. Geographic ranges of distribution widened for the majority of the species as a result of this study and the altitudinal range of the species in the Andean foothills of the Amazonia was established. Additionally, the habitat where the species were found was characterized using its physico-chemical parameters.


  Keywords: Amazon, Neotropic, semiaquatic insects, South America, Southeast Colombia.

  


  Las especies del género Rhagovelia Mayr habitan en la película superficial de ecosistemas dulceacuícolas y salobres como manglares, estuarios, esteros y orillas del mar; son predadoras y muy abundantes en ecosistemas tropicales lóticos. Se distribuyen en el Mundo, y en América alcanzan mayor diversidad en los países neotropicales, principalmente Brasil, Colombia y México (Padilla-Gil, 2012; Padilla-Gil y Moreira, 2013).


  Las principales revisiones a nivel del género de las especies de las Américas son los trabajos de Bacon (1956) y Polhemus (1997). Por otra parte, en Colombia son varios los estudios, que abordan los grupos de Rhagovelia o incluyen registros pero enfocados principalmente en las especies presentes en las regiones Andina y Pacífica (Padilla-Gil, 2009; Padilla-Gil, 2011a; Padilla-Gil, 2011b; Padilla-Gil, 2013; Parra-Trujillo et al., 2014; Padilla-Gil, 2015a, Padilla-Gil, 2016).


  El Piedemonte Amazonico del sur de Colombia, esta formado por la cuenca alta del Río Putumayo que nace en la base de la Cordillera Oriental en el Río Guamués, cerca de Pasto (Departamento de Nariño) y continua su curso hasta el limite fronterizo de Colombia con Perú y Ecuador y finaliza en el Río Iça en Brasil, el cual a su vez desemboca en el Río Amazonas (Ortega et al., 2006).


  Los Heteroptera acuáticos de la cuenca alta del Río Putumayo son poco conocidos, Padilla-Gil (2014) registro varias especies para esta región entre las cuales sólo se incluyo una especie del género Rhagovelia.


  El objetivo de este trabajo fue determinar las especies de Rhagovelia que habitan los cuerpos de agua asociados a la cuenca alta del Río Putumayo, además de su diversidad, abundancia y distribución geográfica y altitudinal.


  En el piedemonte Amazónico, se estudiaron diferentes cuerpos de agua lóticos, quebradas, ríos o sus afluentes, en las localidades de Mocoa, Villagarzón, Puerto Umbría, Puerto Caicedo y Puerto Asis, en un rango altitudinal entre los 160-590 m. snm (Fig. 1). El estudio se basó en dos salidas campo: una del 9-13 junio y la otra del 9-13 noviembre del 2015. Los hemipteros acuáticos se recolectaron con el uso de redes de mano cuadradas de 25 cm de largo y con malla de 1 mm; las muestras se obtuvieron por dos colectores trabajando simultaneamente durante una hora. Todos los especímenes colectados se preservaron en alcohol al 96 % y fueron posteriormente determinados a nivel de especie considerando las descripciones originale de Bacon (1956); Polhemus (1997), Padilla-Gil (2011a), Padilla-Gil (2011b) y de Padilla-Gil (2015b). Todo el material obtenido en este trabajo se encuentra depositado en la Colección de Zoología de la Universidad de Nariño, San Juan de Pasto, Nariño, Colombia (PSO-CZ).
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  Los parámetros físico-químicos de los cuerpos de agua donde se colectaron las muestras incluyen: temperatura de ambiente y del agua (utilizando un termómetro, medición -20 °C a 100 °C, marca precision), oxígeno disuelto (utilizando un oxímetro, modelo HI9142), pH (utilizando un pHmetro waterproof, modelo HI98127) y la salinidad (utilizando un conductímetro, modelo HI98303), equipos marca Hanna Instruments, España.


  El Análisis de diversidad se realizo siguiendo los procedimientos de Moreno (2001) y mediante la utilización del programa EstimateS 9.1 (Colwell, 2013). Adicionalmente se calculó la abundancia relativa de las especies y el análisis altitudinal y de distribución geográfica con base en el material examinado y las coordenadas geográficas y rango altitudinal registrado en campo. Para la gráfica de número de especies por localidad se tuvo en cuenta la altitud máxima por localidad.


  Las abreviaturas utilizadas son: áptero: apt y macróptero: macr. Todas las medidas son dadas en milímetros (mm).


  Especies de Rhagovelia de la cuenca alta del Río Putumayo


  Rhagovelia calopa Drake & Harris, 1927, grupo bisignata.


  Putumayo. Puerto Caicedo, Quebrada El Bagre, 0°39'49,3" N, 76°35'48,2" W, 210 m. snm, 10 de jun de 2015, 8 ♂ apt, 22 ♀ apt D.N. Padilla, leg.


  Comentario: ampliación del rango de distribución geográfico, anteriormente sólo conocida para Aracataca, Magdalena según Bacon (1956).


  Rhagovelia jagua Padilla-Gil, 2015, grupo bisignata.


  Putumayo. Villagarzon, Río Guíneo, 1°0'59,4" N, 76°38'49,6" W, 310 m s.n.m., 12 de jun de 2015, 22 ♂ apt, 21 ♀ apt, D.N. Padilla, leg. Villagarzon, Diamante Bajo, Río Mocoa, 1°2'6,6" N, 76°36'28,0" W, 310 m s.n.m., 12 de jun de 2015, 1 ♂ apt, 1 ♀ apt, 1 ♂ macr, D.N. Padilla, leg.; la misma localidad y colector, 11 de nov. 2015, 4 ♂ apt, 2 ♀ apt, 2 ♀ macr. Mocoa, Río Rumiyaco, 1°7'28,2" N, 76°38'19" W, 440 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 1 ♂ apt, D.N. Padilla, leg.


  Rhagovelia longipes Gould 1931, grupo bisignata.


  Material examinado: Putumayo. Puerto Asis, Río Putumayo, Playa Hong Kong, 0°29'03" N, 76°30'19,1" W, 260 m s.n.m., 9 de jun. de 2015, 1 ♂ apt, 1 ♀ apt, 4 ♂ macr, 10 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Puerto Caicedo, Río Putumayo, 0°41'3" N, 76°36'46,3" W, 180 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 2 ♂macr, 2 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. La misma localidad y colector, 0°41'15,3" N, 76°36'48,8" W, 160 m s.n.m., 12 de nov. 2015, 124 ♂ apt, 41 ♂ macr, 193 ♀ apt, 74 ♀ macr. Puerto Umbría, Río Guíneo, 0°51'28,5" N, 76°34'51,7" W, 220 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 45 ♂ apt, 2 ♂ macr, 34 ♀ apt, 4 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Puerto Umbría, Río Putumayo, 0°50'21,2" N, 76°39'8,1" W, 290 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 312 ♂ apt, 3 ♂ macr, 345 ♀ apt, 3 ♀ macr. Puerto Umbría, Vereda Albanía, 0°48'39,4" N, 76°36'45,3" W, 250 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 132 ♂ apt, 58 ♀ apt, 1 ♂ macr, D.N. Padilla, leg. 0°51'33,5" N, 76°34'53,1" W, 250 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 32 ♂ apt, 3 ♂ macr, 17 ♀ apt, 2 ♀ macr. Villagarzon, Río Guíneo, 1°0'59,4" N, 76°38'49,6" W, 310 m s.n.m., 12 de jun de 2015, 2 ♀ macr, 1 ♂ macr, D.N. Padilla, leg. Mocoa, Río Rumiyaco, 1°7'28,2" N, 76°38'19" W, 440 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 1 ♂ macr, D.N. Padilla, leg.


  Diagnosis. Fémur posterior tanto del macho como de la hembra sin espinas (Fig. 2); patas muy largas especialmente la tibia posterior; proporciones de los segmentos de las antenas constantes; parámero y clasper distintivos.
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  Descripción de la forma macróptera


  Macho alado (Fig. 2). Largo hasta el ápice del abdomen 3,60: largo del cuerpo con los hemiélitra 5,00. Largo de los segmentos antenales I-IV: 1,00; 0,48; 0.72; 0.72. Largo de la cabeza 0,30; ancho de la cabeza 0,92. Largo del pronto 1,66; ancho del pronto 1,60.


  Hembra alada. Largo hasta el ápice del abdomen 4,53: largo del cuerpo con los hemiélitra 5,13. Largo de los segmentos antenales I-IV: 0,94; 0,48; 0.62; 0.62. Largo de la cabeza 0,32; ancho de la cabeza 0,98. Largo del pronto 1,72; ancho del pronto 1,72.


  Color dorsal castaño oscuro. Pronoto en la parte anterior con una banda castaño claro interrumpida en la línea media por una franja castaño oscuro; mitad anterior del pronoto con una línea media más oscura que el resto del pronoto; ángulos humerales truncados y margen posterior ampliamente redondeado. Todo el pronoto cubierto por pubescencia castaño oscuro y borde posterior con setas negras, cortas. Hemiélitros excediendo la punta del abdomen, originando cuatro celdas, dos celdas largas en la mitad anterior seguidas por dos celdas más pequeñas en la mitad distal; muestran un color castaño claro con márgenes de las celdas castaño oscuro; margen de la Subcosta y Radial+Media+Cubital recubiertos por setas semicurvas, negras.


  Comentarios: es la primera vez que se desciben las formas aladas, incluyendo la disposición del número de celdas en los hemiélitros y por tanto se puede asignar esta especie al grupo bisignata del complejo angustipes según Polhemus (1997), el grupo bisignata se caracteriza por presentar cuatro celdas en los hemiélitros.


  Se amplia el registro de esta especie antes colectada en los departamentos de Cauca (Padilla-Gil, 2011b) y Tolima (Parra-Trujillo et al., 2014).


  Rhagovelia mocoa Padilla-Gil, 2015, grupo bisignata.


  Putumayo. Puerto Caicedo, Río Putumayo, 0°41'3" N, 76°36'46,3" W, 180 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 57 ♂ apt, 25 ♀ apt, 17 ♂macr, 12 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Puerto Umbría, Río Putumayo, 0°50'21,2" N, 76°39'8,1" W, 290 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 15 ♂ apt, 9 ♂ macr, 25 ♀ apt, 15 ♀ macr. Villagarzon, Río Guíneo, 1°0'59,4" N, 76°38'49,6" W, 310 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 104 ♂ apt, 68 ♀ apt, 1 ♂ macr, 4 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Villagarzon, Diamante Bajo, Río Mocoa, 1°2'6,6" N, 76°36'28,0" W, 310 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 22 ♂ apt, 23 ♀ apt, 2 ♂ macr, 2 ♀ macr, D.N. Padilla, leg; la misma localidad y colector, 12 de nov. 2015, 24 ♂ apt, 20 ♀ apt, 5 ♂ macr, 4 ♀ macr. Mocoa, Río Rumiyaco, 1°7'28,2" N, 76°38'19" W, 440 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 61 ♂ apt, 59 ♀ apt, D.N. Padilla, leg; la misma localidad 1°7'27,7" N, 76°38'16" W, 420 m s.n.m., 12 de nov. 2015, 33 ♂ apt, 39 ♀ apt, 1 ♂ macr, 4 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Mocoa, Río Pepino, 0°4'50,8" N, 76°40'0,1" W, 590 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 35 ♂ apt, 1 ♂ macr, 35 ♀ apt, D.N. Padilla, leg.Vía Mocoa-Pitalito, Río Mocoa, 1°10'4,3" N, 76°38'38,3" W, 550 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 1♂ macr, D.N. Padilla, leg.


  Rhagovelia rubra Polhemus, 1997, grupo robusta.


  Putumayo. Villagarzon, Diamante Bajo, Río Mocoa, 1°2'6,6" N, 76°36'28,0" W, 310 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 1 ♂ macr, D.N. Padilla, leg.


  Comentario: ampliación del rango de distribución geográfico y altitudinal. Descrita de especímenes colectados en el departamento de Antioquia, con altitud de 1000 m s.n.m (Polhemus, 1997); ahora en Putumayo con altitud de 310 m s.n.m.


  Rhagovelia spinosa Gould, 1931, grupo bisignata.


  Putumayo. Puerto Umbría, Río Guíneo, 0°51'28,5" N, 76°34'51,7" W, 220 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 88 ♂ apt, 21 ♂ macr, 24 ♀ apt, 37 ♀ macr, D.N. Padilla, leg.; la misma localidad y colector 0°51'33,5" N, 76°34'53,1" W, 250 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 32 ♂ apt, 3 ♂ macr, 17 ♀ apt, 2 ♀ macr. Puerto Umbría, Vereda Albanía, 0°48'39,4" N, 76°36'45,3" W, 250 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 1 ♂ macr, 1 ♀ apt, 1 ♀ macr, D.N. Padilla, leg. Puerto Umbría, Río Putumayo, 0°50'21,2" N, 76°39'8,1" W, 290 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 6 ♀ apt, 1 ♂ apt. Villagarzon, Diamante Bajo, Río Mocoa, 1°2'6,6" N, 76°36'28,0" W, 310 m s.n.m., 12 de jun. de 2015, 1 ♀ apt, D.N. Padilla, leg.


  Comentario: ampliación del rango geográfico y altiudinal, anteriormente colectada en Tumaco, Nariño, entre 0-10 m snm (Padilla-Gil, 2012); ahora en Putumayo, entre 220-250 m s.n.m.


  Rhagovelia umbria Padilla-Gil 2015, grupo bisignata.


  Putumayo. Puerto Asis, Río Putumayo, Playa Hong Kong, 0°29'03" N, 76°30'19,1" W, 260 m s.n.m., 9 de jun. de 2015, 1 ♂ apt, 1 ♀ apt, D.N. Padilla, leg. Puerto Umbría, Río Guíneo, 0°51'28,5" N, 76°34'51,7" W, 220 m s.n.m., 11 de jun. de 2015, 4 ♂ apt, 1 ♀ apt, D.N. Padilla, leg.; la misma localidad y colector 0°51'33,5" N, 76°34'53,1" W, 250 m s.n.m., 11 de nov. 2015, 3 ♂ apt, 5 ♀ apt.


  Diversidad y ecología de las especies de Rhagovelia de la Cuenca alta del Río Putumayo


  En total se recolectaron 2378 ejemplares de Rhagovelia, agrupados en siete especies. El indice de diversidad Shannon Wiener fue de 1,05; de Simpson 2,25 y el de Margalef 0,77. Las especies más abundantes (Fig. 3) fueron R. longipes (0,60), con el 60,9 % de los ejemplares capturados y R. mocoa (0,24), con el 24,9 %. Rhagovelia rubra especie con un solo individuo (singletons) representa la menor abundancia (Fig. 3).
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  La especie con rango geográfico más amplio en la cuenca alta del Río Putumayo fue R. longipes y con mayor rango altitudinal fue R. mocoa (Fig. 4). La localidad donde se presentó el mayor número de especies fue Villagarzón, sitio intermedio en el rango altitudinal del Piedemonte Amazónico (Fig. 5); tanto Mocoa, con mayor altitud como Puerto Asis, menor altitud mantienen menor número de especies.
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  Los parámetros físico-químicos para los cuerpos de agua donde se colectaron las muestras se presentan en la Tabla 1, en estos se observa que todos fueron sistemas lóticos, con aguas cristalinas, cálidas, bien oxigenadas y en su mayoría de sustrato rocoso. Por su abundancia y presencia en cuerpos de agua lóticos bien oxigenados, estas especies de Rhagovelia, en el futuro podrían ser consideradas como bioindicadores del agua en esta zona geográfica.
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  En síntesis se registron por primera vez las especies de Rhagovelia del piedemonte Amazónico, comprendidas las localidades de Mocoa, Villagarzón, Puerto Umbría, Puerto Caicedo y Puerto Asis, en un rango altitudinal entre los 160-590 m s.n.m. Se describió la forma macróptera de Rhagovelia longipes y se incluyó en el grupo bisignata del complejo angustipes. Se amplió el rango geográfico de dos especies de Rhagovelia en Colombia: R. calopa y R. longipes, y tanto el geográfico como altitudinal de otras dos: R. rubra y R. spinosa.


  La cuenca alta del río Putumayo presentó siete especies, seis de las cuales pertenecen al grupo bisignata del complejo angustipes, y una al grupo robusta complejo robusta; con una diversidad de 1,05 según el índice de Shannon Wiener; la especie más abundante y con mayor número de individuos fue R. longipes, la cual mantuvo también el mayor rango geográfico. El mayor número de especies y de individuos coincidió con una localidad del piedemonte intermedia en el rango altitudinal estudiado. El hábitat para la mayoría de estas especies estuvo representado por aguas lóticas, bien oxigenadas. La composición y estructura de las Rhagovelia de estos ambientes dulceacuícolas, así como la caracterización de su hábitat proporcionan criterios para considerarlos bioindicadores de estos ecosistemas lóticos.
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Figure 1. Chromatographic profils of seven venoms of M mipurtius.
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‘Table 1. Polychaete species per family found in Marirrio Bay and Rionegro Cove, Gulf of Uraba.

Family Species
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Nersdidas Lamarck, 1515 Nomoyeatinzp 1

Al swcines (Leuckar, 1947)
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Sarpuldas Rafinssque, 1815
i = Feoponate bk (P, 1950

Spomdas b, 1 Bovardizp |

Terebellcas Johnston, 1846 Nilea modeste Verl, 19
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de estudio, en la cuenca aka del Rio Putumayo.
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Figura 5. Sinci <DNA-cprsin mRNA ToDRESS. A. Ampfiacin dl cADN comspondiats s TéDREB3, » parir de plinascrcidas e
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‘Tabla 1. Familias, abundancia (n®. ind) y riqueza (n°. esp) de los crustéceos decapodos presentes en las ocho
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Tabla 1. Relacidn de cada secuencia con su respectivo cédigo del GenBank.
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Tabla 2. Valores de concentracién letal media (CL,) e intervalos de confianza (IC) al 95 % en los embriones y renacuajos de las tres
ecpeciesde anuros epustas al Propanil (Propani Trusee S0EC) s condicianes de laboratorioy microcosmes.
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