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  RESUMEN


  Potato yellow vein virus (PYVV), es uno de los fitopatógenos más limitantes para la producción de papa en la región de Los Andes. A pesar que se le ha detectado infectando tomate en Colombia, el conocimiento de las características biológicas de las cepas presentes en este hospedante es muy limitado. En este estudio, utilizando secuenciación masiva de nueva generación (NGS), se obtuvo la secuencia completa de los tres segmentos genómicos del PYVV en plantas de tomate en Marinilla (Antioquia) y se evalúo la utilidad de tres juegos de cebadores para su detección mediante pruebas de RT-PCR convencional y en tiempo real (RT-qPCR). El genoma de la secuencia consenso presentó tamaños de 8043 nt (ARN1), 5346 nt (ARN2) y 3896 nt (ARN3) y se identificaron los diez ORF previamente reportados en este virus, aunque, en general, éstos presentaron menores niveles de identidad que los registrados entre cepas de PYVV de papa. Análisis de variación y de selección identificaron dos regiones en los ORF MET/HEL y CPm que presentan selección positiva, lo que podría estar asociado a la adaptación por hospedante. Los tres juegos de cebadores amplificaron las regiones esperadas de la cápside de PYVV, siendo posible identificar, por diferencias en valores de temperatura de fusión (Tm) y por secuenciación Sanger, la ocurrencia de al menos dos variantes principales de este virus en el Oriente Antioqueño, lo que concuerda con los niveles moderados de polimorfismos encontrados en las secuencias obtenidas por NGS.


  Palabras clave: Crinivirus, RT-PCR, RT-qPCR, secuenciación de nucleótidos de alto rendimiento, Solanaceae.

  


  ABSTRACT


  Potato yellow vein virus (PYVV) is one of the most important pathogens of potato in the Andean region. In spite of having been detected in tomato crops in Colombia, knowledge on the biological characteristics of PYVV is limited on this host. In this study, next-generation sequencing (NGS) of a PYVV strain infecting tomato in Marinilla District (Antioquia) was performed; additionally, three primer set useful in RT-PCR and RT-qPCR detection were also tested. The consensus genome consisted of three RNA segments of 8043 nt (RNA1), 5346 nt (RNA2) and 3896 nt (RNA3) encoding ten ORF with slight lower sequence identity in relation to PYVV isolates from potato. Sequence analysis suggests the presence of regions potentially undergoing positive selection in the ORFs coding for MET/HEL and CPm possibly as a result of host adaptation. Experimental validation of primers resulted in amplicon with the expected size while melting temperature analysis and sequencing suggest the presence of at least two PYVV infecting S. lycopersicum in east Antioquia in agreement with the NGS data.


  Keywords: Crinivirus, high-throughput nucleotide sequencing, RT-PCR, RT-qPCR, Solanaceae.

  


  INTRODUCCIÓN


  El cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los principales renglones agrícolas de diferentes regiones de los tres pisos térmicos en Colombia, tanto en explotaciones bajo invernadero como a libre exposición, con una producción cercana a 412.351 t, una superficie cultivada de 14.321 ha y un rendimiento promedio de 28,8 t/ha (Agronet, 2016). Los principales departamentos cultivadores de tomate en Colombia son Antioquia, Boyacá, Cundinamarca, Huila, Santander, Norte de Santander y Valle del Cauca y, aunque su área cosechada creció a una tasa de 3,6 % anual entre 2010 y 2013, su rendimiento cayó en 2,9 % para este mismo período (Agronet, 2016). Al compararse dichos rendimientos con los obtenidos en países como China y Estados Unidos, dos de los principales productores de tomate en el mundo, se encuentran grandes diferencias, pues el primero con una producción anual de 48,6 millones de toneladas tiene un rendimiento de 56,7 t/ha y el segundo con 12,79 millones de toneladas presenta rendimientos de 92,4 t/ha; incluso el rendimiento de tomate obtenido en Colombia es inferior al registrado como promedio para Suramérica (56,4 t/ha) (Faostat, 2016).


  Entre diferentes factores bióticos y abióticos, uno de los que más afecta la producción de tomate en Colombia, y otros países tropicales y subtropicales, son las enfermedades virales, especialmente aquellas cuyos agentes causales son transmitidos por insectos vectores como moscas blancas, trips, áfidos y cicadélidos (Prasannath et al., 2014). Algunas de las especies de virus más limitantes para la producción de tomate en el mundo incluyen el Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) y Beet curly top virus (BCTV); el primero es un begomovirus de la familia Geminiviridae transmitido por Bemisia tabaci, mientras que el TSWV es un tospovirus (Bunyaviridae) de gran importancia en cultivos bajo invernadero, transmitido por trips como Frankliniella occidentalis y el BCTV es especialmente limitante en regiones subtropicales y es transmitido por el saltahojas de la remolacha (Circulifer tenellus) (Prasannath et al., 2014).


  En Colombia se han identificado al menos 14 virus diferentes afectando el cultivo de tomate y pertenecientes a los géneros Tobamovirus (Tobacco mosaic virus -TMV- y Tomato mosaic virus ToMV), Cucumovirus (Cucumber mosaic virus -CMV-), Potyvirus (Pepper deforming mosaic virus -PepDMV- y Potato virus Y -PVY-), Tospovirus (TSWV e Impatients necrotic spot virus -INSV-), Begomovirus (Tomato yellow mosaic virus -ToYMV-, Potato yellow mosaic virus -PYMV-, Tomato Venezuela virus -ToVEV- y la especie propuesta: Tomato mild mosaic virus -TMMV-), Nepovirus (Tobacco ringspot virus -TRSV-), Torradovirus (Tomato torrado virus -ToTV-) y Crinivirus (Potato yellow vein virus -PYVV-) (Martínez et al., 2008; Morales et al., 2009; Vaca-Vaca et al., 2012; Verbeek y Dullemans, 2012; Tamayo y Jaramillo, 2013; Muñoz-Baena et al., 2016).


  Aunque la infección de este último virus (PYVV) ha sido reportada desde el año 1988 en plantas de tomate en Colombia (Saldarriaga et al., 1988), y confirmada su patogenicidad sobre el cultivar Rutgers (Salazar et al., 2000), son muy pocos los estudios que se han realizado sobre este virus en este hospedante en el país y en otros lugares de Suramérica (Morales et al., 2004), lo que claramente contrasta con el mejor conocimiento que se tiene del patógeno en cultivos de papa (Gúzman-Barney et al., 2012; Chaves et al., 2013; Gil et al., 2013; Hernández-Gúzman y Gúzman-Barney, 2014); en donde se ha encontrado que puede ocasionar reducciones en el rendimiento de entre 33-48 % en cultivos de papa criolla (Solanum phureja Juz. et Buk.) (Gúzman-Barney et al., 2012) y del 25 al 50 % en S. tuberosum subsp. andigena (Salazar et al., 2000). El PYVV, en conjunto con Tomato chlorosis virus (ToCV) y Tomato infectious chlorosis virus (TICV), son los tres crinivirus que se han reportado en el mundo afectando tomate (Jacquemond et al., 2009); sin embargo a diferencia de estos dos últimos que tienen genomas bipartitos de ARN positivo, el PYVV presenta tres segmentos genómicos individualmente encapsidados en partículas flexuosas entre 650 y 900 nm. El primer segmento (ARN1) codifica para una proteína pequeña que tiene un dominio trans-membranal (p7) y para las proteínas asociadas a la replicación del virus: papaín-proteasa (L-Pro), metiltransferasa (MTR), helicasa (HEL) y polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp). El ARN2 codifica para cinco proteínas: una chaperona homóloga a la proteína de choque térmico 70 (HSP70h), la proteína estructural p60, la cápside viral (CP) y para dos proteínas de función desconocida (p7 y p10). El ARN3, que aparentemente se derivó del ARN2, codifica para la cápisde menor (CPm) y para dos proteínas de función desconocida (p4 y p26) (Livieratos et al., 2004; King et al., 2012).


  El PYVV causa síntomas de amarillamientos de venas secundarias y terciarias, acompañados de un color amarillo intenso en la lámina foliar (Salazar et al., 2000) en plantas de papa; mientras que en tomate, además del amarillamiento intervenal, se reportan síntomas asociados a diversos tipos de clorosis y necrosis, arrugamiento foliar y deformación de frutos (Morales et al., 2009; Tamayo y Jaramillo, 2013). Además de estos cultivos, diferentes plantas arvenses como la batatilla (Ipomoea trifida), el diente de león (Cacelia sonchifolia), el nudillo (Panicum zizonoides), la yerba mora (Solanum americanum) y la remasa (Rumex obtusifolius), entre otras, son hospederos alternos de este virus (Salazar et al., 2000; Gúzman-Barney y Rodríguez, 2010; Tamayo y Jaramillo, 2013). El PYVV es transmitido de manera semi-persistente por la especie de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae) y también es de fácil dispersión por tubérculos de papa (Salazar et al., 2000; Gúzman-Barney et al., 2013).


  A pesar de la importancia económica y cuarentenaria del PYVV, hasta el momento sólo existen dos genomas completamente secuenciados de este virus: uno obtenido en papa en la región de Cajamarca (Perú) (Livieratos et al., 2004), y otro recientemente reportado por Álvarez (2016) a partir de secuenciación masiva de nueva generación (NGS) de una muestra de folíolos de S. phureja cv. Criolla Colombia del municipio de La Unión (Antioquia). Adicionalmente, Villamil-Garzón et al. (2014) lograron obtener el 46 % del ARN1 y el 76 % de los ARN2 y ARN3 de un aislamiento de PYVV de Chipaqué (Cundinamarca). Análisis realizados a partir de la comparación de los dos genomas completos de PYVV disponibles en GenBank, mostraron niveles de identidad superiores al 99,2 % entre éstos, presentándose tan sólo 38, 40 y 21 cambios para los segmentos ARN1, ARN2 y ARN3, respectivamente (Álvarez, 2016). Este resultado, confirmó los diversos trabajos anteriores que, utilizando secuenciación Sanger, RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polymosphism) y SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) de secuencias de los genes CP, CPm y Hsp70h, reportaban muy bajos niveles de diversidad genética entre aislamientos de este virus procedentes de varias regiones geográficas de Colombia (Offei et al., 2004; Guzmán-Barney et al., 2006; Rodríguez et al., 2010; Chaves et al., 2013; Gil et al., 2013; Chaves et al., 2014; Cubillos-Abello y Guzmán-Barney, 2015).


  Con el fin de aumentar el nivel de conocimiento que se tiene del PYVV en cultivos de tomate de Colombia, los objetivos del presente trabajo fueron: obtener las secuencias completas de los tres segmentos genómicos de aislamientos de PYVV que infectan tomate en cultivos de Antioquia y determinar los niveles de variación genómica de este virus respecto a los aislamientos obtenidos en papa. Adicionalmente, se evaluó la efectividad de tres juegos de cebadores previamente reportados en la literatura (Offei et al., 2004; Álvarez, 2016) para la detección de PYVV en plantas de tomate mediante RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR).


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Muestras


  Para la ejecución de este trabajo se realizaron dos visitas de colección de plantas de tomate var. Chonto en los municipios de Marinilla (años 2015 y 2016) y El Peñol (año 2015) (Antioquia). En el primer año, se tomaron en cada uno de tres cultivos, tres muestras consistentes de cinco submuestras asintomáticas de tejido foliar de tomate, así como una muestra con síntomas de amarillamiento de venas y enrollamiento foliar (Figura suplementaria 1). En el año 2016, la colección sólo se realizó en el municipio de Marinilla, y en esta ocasión se obtuvieron cinco muestras compuestas (cinco submuestras foliares/muestra) en igual número de lotes de cultivos de tomate. Adicionalmente, se obtuvieron dos muestras de papa (S. tuberosum en 2015 y S. phureja en 2016) con síntomas severos de amarillamiento de venas para ser utilizados como controles positivos en el estudio.


  Secuenciación masiva de nueva generación (NGS)


  Con el fin de obtener la secuencia completa del genoma de PYVV infectando plantas de tomate, se realizó la secuenciación masiva del transcriptoma de un bulk de muestras aleatorias de tejido foliar colectadas en Marinilla; dicho bulk fue nombrado como T(NGS). Esta muestra fue macerada en nitrógeno líquido y extraído su ARN total utilizando el kit GeneJET Plant RNA Purification Mini (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Posteriormente, con el fin de evitar la presencia de ARN ribosomal, se eliminaron las cuatro especies de este ARN (5S, 5,8S, 18S y 28S) mediante Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Illumina, San Diego, CA), evaluándose el RIN (RNA Integrity Number) del ARN obtenido en un equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). La librería de ADN copia (ADNc) fue construída con el kit TruSeq RNA Sample Preparation (Illumina, San Diego, CA) y, finalmente, la secuenciación se realizó en un equipo Illumina HiSeq-2000 de la compañía Macrogen (Seúl, Corea del Sur).


  Evaluación de cebadores para RT-qPCR


  En todas las muestras de tomate obtenidas en la investigación en los dos años de estudio y en las dos muestras de tejido foliar de papa con síntomas de amarillamiento de venas (utilizadas como controles positivos), se evaluó la utilidad de los cebadores PYVV_F_CP (5'-TCA GGT TAG AGC AGA CAG AGG-3') y qPYVV_R_CP (5'-AGG TCT CAG GAT CTG GAT CAA CT-3') que amplifican un fragmento de la región CP de 115 pb, para la detección de PYVV en este hospedante (Álvarez, 2016). Las pruebas de RT-qPCR se realizaron en dos pasos con SYBR Green I, a partir del ARN total extraído con el kit GeneJET Plant RNA Purification (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificación fueron aquellas reportadas por Álvarez et al. (2016), siendo definidas como muestras positivas las que presentaron valores de Ciclo umbral (threshold Cycle–Ct) menores de 35 y amplicones con temperatura de fusión (Tm) similares a los controles positivos, siguiendo los criterios de Schena et al. (2004). Todas las reacciones de RT-qPCR incluyeron un control negativo libre de ADNc viral. La naturaleza viral de seis de los amplicones que cumplieron estas condiciones, incluyendo los controles positivos de papa, fue reconfirmada por secuenciación Sanger en ambos sentidos en un equipo ABI Prism 3730xl de la compañía Macrogen (Seúl, Corea del Sur), previa purificación directa del gel mediante el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).


  Evaluación de cebadores para RT-PCR


  Utilizando el ARN total extraído en las cinco muestras de tejido foliar de tomate var. Chonto colectadas durante el año 2016 en el municipio de Marinilla, además de la muestra bulk secuenciada por NGS y de las dos muestras sintomáticas de tejido foliar de papa, se evalúo la utilidad para la detección de PYVV en tomate con pruebas de RT-PCR convencional, de los juegos de cebadores PYVVCPF (5´- ATG GAA ATC CGA TCG TGG AAC CT -3´) y PYVVCPR (5´-CTA CTC AAT AGA TCC TGC TA -3´) (Offei et al., 2004) y PYVV_F_CP (5'-TCA GGT TAG AGC AGA CAG AGG -3') y PYVV_R_CP (5'-AGT TGC TGC ATT CTT GAA CAG G -3') (Álvarez, 2016) que amplifican una región del gen CP de 758 pb y 495 pb, respectivamente. Las reacciones de retrotranscripción consistieron de 20 µL con 200 U de la enzima Máxima Reversa Transcriptasa, 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 pmol del primer reverso, 20 U de inhibidor de RNasa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y 2 µL del ARN total. Las reacciones se incubaron en un termociclador T3 (Biometra, Alemania) a 65°C por 5 min, 50°C por 30 min y 85°C por 5 min (para inactivar la enzima). El PCR se realizó en 25 µL con 17,8 µL de agua, 1X de buffer de enzima (10X), 1,8 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 1 U de Taq ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 1 µL de ADNc y 0,2 µM de cada par de cebadores. El programa de amplificación se inició a 95 °C por 30 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 52 °C por 45 s, 72 °C por 1 min y una extensión final a 72 °C por 5 min. El tamaño de los amplicones fue evaluado por electroforesis en gel de agarosa al 1,8 % suplementado con GelRed 1X (Biotium, EEUU), y visualizado en un equipo Bio Doc Analyze (Biometra, Alemania). Todos los amplicones obtenidos con el tamaño esperado para cada par de cebadores, fueron purificados directamente del gel mediante el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y secuenciados en ambos sentidos por el método de Sanger.


  Análisis bioinformáticos


  Una vez obtenidas las secuencias de NGS, se procedió a remover las bases de baja calidad con el programa Seqtk (Li, 2008) y se realizó el ensamblaje de contigs con Trinity (Grabherr et al., 2011). Aquellos contigs correspondientes al genoma de PYVV fueron identificados por BLASTN (Gish y States, 1993) y confirmados los ensamblajes de los tres segmentos genómicos del virus mediante mapeo con respecto al genoma de referencia disponible en GenBank para este virus (ARN1: NC_006061, ARN2: NC_006062 y ARN3: NC_006063) utilizando Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012); finalmente se evaluaron y corrigieron inconsistencias en los ensamblajes por visualización con el programa Tablet (Milne et al., 2010). Las secuencias consenso fueron depositadas en GenBank con los códigos de accesión KX573901, KX573902 y KX573903 y PYVV_S_lycopersicum como nombre del aislamiento.


  Los niveles de profundidad, cobertura y número de sitios polimórficos de cada uno de los segmentos genómicos de PYVV fueron obtenidos con rutinas en Perl escritas para este fin y los marcos abiertos de lectura (ORF) que codifican para las proteínas del virus fueron identificados con BLASTX (Gish y States, 1993). Los cocientes de las sustituciones no-sinónimas a sinónimas (Ka/Ks) fueron estimadas para cada ORF por el método de Nei-Gojobori usando ventanas de lectura desde 140 hasta 10 codones (Nei y Gojobori, 1986). El análisis filogenético de ocho secuencias obtenidas en este estudio para la región CP de PYVV y para otras 56 obtenidas de GenBank para este virus, fue realizado con el programa MEGA6 (Tamura et al., 2013) por el método de Máxima verosimilitud con el modelo de Tamura-3-parámetros con 1000 réplicas de bootstrap. La tasa de variación entre sitios fue modelada con una distribución Gamma (5 categorías, +G = 0.2842).


  RESULTADOS


  Secuenciación masiva de nueva generación (NGS)


  Con el fin de obtener la secuencia completa del primer genoma de PYVV infectando plantas de tomate, en este trabajo se secuenció mediante NGS el transcriptoma de tejido foliar de la variedad Chonto procedente del oriente antioqueño. En total se obtuvieron 5.571.097 reads pareados para un total de 4456.877.600 pb secuenciadas. Los análisis bioinformáticos permitieron identificar 714 reads por millón (RPM) atribuidos al genoma de PYVV. El ensamblaje resultó en tres secuencias consenso que representan los tres segmentos genómicos de este virus: el ARN1 presentó una extensión de 8043 nt con regiones 5´y 3´UTR de 196 y 239 nt; el ARN2 tiene 5346 nt y regiones 5´y 3´UTR de 628 y 287 nt, y el ARN3 fue el más pequeño con 3896 nt y regiones UTR 5´y 3´de 636 y 227 nt. Los niveles de profundidad alcanzados para la secuenciación de estos genomas fueron de 18,4x, 56,6x y 88,5x, respectivamente (Fig. 1). Los análisis de variación realizados para cada posición del genoma identificaron 162, 401 y 42 sitios polimórficos y tasas de transición/transversión de 7,2, 6,4 y 6,0 para los segmentos ARN1, ARN2 y ARN3, respectivamente (Fig. 1). Estas comparaciones, evidenciaron la ocurrencia de mayores niveles de diversidad en el ARN2 del genoma viral, pues se presentaron casos como los de los ORF que codifican para p10 y p60, en donde las identidades fueron tan bajas como 92,2 % y 93,1 % para la secuencia de nucleótidos y de 91,7 % y 96,9 % para aminoácidos, respectivamente (Tabla 1). La ocurrencia de estos niveles moderados de polimorfismos sugieren la presencia de diferentes variantes del virus en los tejidos foliares de tomate evaluados.
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  La anotación del genoma viral permitió identificar los diferentes ORF presentes en cada segmento; así, en ARN1 se encontraron en el ORF1 (a y b) los motivos conservados para los diferentes componentes del módulo de replicación del virus que incluyen la proteasa L-Pro, metil-transferasa, helicasa de ARN de la superfamilia 1 y la RdRp. Cerca al extremo 3´ de este segmento también se presenta un segundo ORF que codifica para p7, una pequeña proteína hidrofóbica de 61 residuos. Los niveles de identidad de las secuencias consenso de nucleótidos y aminoácidos de las proteínas para las que codifica el ARN1 con respecto a aquellas de los genomas de referencia de PYVV de Colombia y Perú fueron superiores al 98,4 % para nucléotidos y al 96,7 % para aminoácidos, siendo p7 la región que presentó menor identidad (98,4 % en nt y 96,7 % en aa respecto a PYVV_ La Unión) (Tabla 1).


  El segmento de ARN2 presentó los cinco ORF característicos del arreglo general de los virus de la familia Closteroviridae: Hsp70h, p7, p60, p10 y CP. Los niveles de identidad para las secuencias de nucléotidos y aminoácidos de las proteínas para las que codifica este segmento fueron evidentemente menores que los encontrados para los ARN1 y ARN3, pues alcanzaron valores tan bajos como 92,5 % en nucleótidos y 94 % en aminoácidos para p10, mientras que para los otros cuatro ORF los valores de disimilitud fueron cercanos al 5 % para nucleótidos y del 2-3 % para aminoácidos. Aunque CP fue la región menos disímil (96,1 %-96,2 % en nt y 97,6 %-98 % en aa) de este segmento de ARN2, se detectaron entre 29 y 30 cambios en la secuencia de nucleótidos y de cinco a seis cambios de aminoácidos entre las cepas de PYVV de papa y la secuencia consenso obtenida en este trabajo (Tabla 1).


  Finalmente, para el tercer segmento se identificaron los tres ORF (p4, CPm y p26) reportados para este ARN, destacándose en CPm el dominio conservado smaller cp2 coat protein característico de los miembros de la familia Closteroviridae, que, aparentemente, participa en el ensamblaje de uno de los extremos de los viriones y en la transmisión de los crinivirus por moscas blancas; mientras que p4 y p26 corresponden a proteínas putativas con función desconocida (Livieratos et al., 2004; King et al., 2012). Los niveles de identidad para las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de las proteínas para las que codifica este segmento con respecto a aquellas de referencia obtenidas en papa, fueron superiores al 98,4 % y 97,1 %, respectivamente, aunque para el caso de CPm se detectaron hasta 32 cambios en nucleótidos y 13 en la secuencia de aminoácidos (Tabla 1).


  La identificación de niveles de variación moderados entre la cepa de PYVV_S_lycopersicum y aquellas obtenidas en papa, podría ser un indicativo de un proceso de diversificación mediado por hospedante. Para evaluar esta situación se realizaron mediciones globales del índice Ka/Ks para cada una de las regiones codificantes para proteínas en los tres segmentos genómicos del virus. Para la mayoría de ORF, los valores globales de Ka/Ks fueron inferiores a 0,2, siendo la excepción la proteína p4, lo que sugiere que esta última está sometida a unas condiciones de selección más laxas que el resto de las proteínas de PYVV (Fig. 2). Como los valores globales de Ka/Ks pueden enmascarar los efectos de selección positiva que ocurren de forma local, se realizó un análisis por ventanas (para las proteínas pequeñas no se efectuó debido precisamente a su tamaño). Se ensayaron ventanas en un rango entre 140 y diez codones y se seleccionaron para un análisis más detallado aquellas que presentaron los mayores picos del índice Ka/Ks. De esta forma, 871 sitios mostraron una selección negativa fuerte (Ka/Ks=0), mientras que 891 posiciones presentaron selección negativa moderada (0< Ka/Ks <1). Se encontraron 21 posiciones con valores de Ka/Ks >1 que sugieren selección neutral o positiva, con rangos de valores entre 1,01 a 2,14, destacándose en el segmento del ARN1 una región ubicada entre las posiciones 1659-1738 que acumula un 15 % de cambios de aminoácidos (12/80) y que corresponde a una secuencia cercana a la lupa-P (P-loop) del dominio helicasa.
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  Para CPm se determinó el valor local de Ka/Ks para 575 posiciones usando una ventana de 100 codones; de éstos, 189 sitios mostraron una selección negativa fuerte (Ka/Ks=0), mientras que 370 posiciones presentaron selección negativa moderada (0< Ka/Ks <1) y se encontraron 18 posiciones con valores de Ka/Ks >1 que sugieren selección neutral o positiva con rangos de 1,12 a 1,22 y un máximo valor en la posición 395 que incluye cinco cambios conservados: Y356F, I408V, A412V, N432S y K455R. Finalmente, en la proteína p60, a pesar de que no se encontraron regiones con valores locales de Ka/Ks > 1 usando diferentes ventanas, se pudieron diferenciar dos segmentos con selección negativa moderada centrados en las posiciones 58 (Ka/Ks=0,91, ventana= 10) y 405 (Ka/Ks=0.639, ventana=40).


  Evaluación de cebadores para RT-qPCR


  La utilización en pruebas de RT-qPCR de los cebadores PYVV_F_CP y qPYVV_R_CP, permitió la detección del PYVV en ocho de las 11 muestras foliares de tomate var. Chonto obtenidas durante el año 2015, incluyendo la muestra sintomática (TMS1) y la enviada para secuenciación NGS [T(NGS)]; los valores de Ct para dichas muestras se presentaron en el rango de 15,46 a 29,58. El PYVV fue también detectado en la muestra de S. tuberosum con síntomas severos de amarillamiento de venas utilizada como control positivo del ensayo (Ct=5,66). La especificidad de los amplicones fue confirmada por comparación con los valores de las temperaturas de fusión del control positivo (Tm=77,57 °C) y de la muestra de tomate secuenciada por NGS (Tm=79,84 °C) utilizando la herramienta de HRM (High Resolution Melting), obteniéndose valores de Tm en el rango de 77,57 – 80,78 °C (Fig. 3). Para el caso de las cinco muestras representando igual número de lotes evaluados en el año 2016, se detectó el PYVV en cuatro de los lotes con valores de Ct entre 15,28 y 29,08 y de Tm de 77,02 °C a 79,84 °C. En este caso, el control positivo de papa también resultó efectivo, al presentar valores de Ct de 22,99 y de Tm de 77,38 °C (Fig. 3). La naturaleza viral de seis de los amplicones (incluyendo los dos controles positivos) fue evaluada por secuenciación de Sanger, encontrándose niveles de identidad del 93-98 % con respecto a secuencias de PYVV depositadas en GenBank (ej. KR998191, GQ397978, GQ397972).
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  Evaluación de cebadores para RT-PCR


  La utilización mediante RT-PCR convencional de los cebadores PYVVCPF y PYVVCPR permitió generar los productos esperados de 758 pb en tres (T1, T2 y T3) de las cinco muestras de tomate evaluadas para este propósito y en los dos controles positivos de papa (Fig. 3). Las secuencias obtenidas para dichos amplicones presentaron niveles de identidad del 91,3 al 99,7 % con respecto a secuencias de la región CP de aislamientos de PYVV procedentes de papa y depositadas previamente en GenBank (ej. AJ586113, KC257446, HQ620547 y JF718296). De igual forma, los cebadores PYVV_F_CP y PYVV_R_CP resultaron efectivos para amplificar una región de 495 pb del gen CP de este virus en tres de las muestras de tomate (T1, T3 y T4) y en los dos controles positivos. Los niveles de identidad encontrados entre dichas secuencias y algunas obtenidas de GenBank para esta región de CP (ej. AJ586114, GQ397984, HQ620551, y JF718296) se presentaron en el rango de 91,7 % a 99,7 %.


  Con las secuencias obtenidas con ambos juegos de cebadores por el método de Sanger para la región CP de PYVV en tomate y en los dos controles positivos en papa, se generó un alineamiento múltiple que incluyó además otras 56 secuencias obtenidas de GenBank para este virus en Colombia y Perú. El análisis filogenético generó un dendrograma con dos clados principales (I y II) y una secuencia (T1) de PYVV de tomate que se presentó como una rama intermedia entre dichos grupos (Fig. 4). El Clado I fue el mayoritario al alojar todas las secuencias de PYVV procedentes de papa (S. tuberosum y S. phureja) de diferentes departamentos de Colombia, así como la secuencia de referencia de Perú (NC_006063); de forma notable, de este grupo también hicieron parte las secuencias de la muestra consenso de PYVV en tomate secuenciada por NGS (T(NGS)) y aquella derivada de la confirmación de dicha muestra por Sanger [Antioquia (Sanger)]. El clado II, estuvo soportado por un valor de 99 % de bootstrap, e incluyó tres secuencias de PYVV en tomate obtenidas en este trabajo, que claramente representan un nuevo linaje de PYVV sobre este hospedante, y que explica en buena medida los bajos niveles de identidad (cercanos al 91-92 %) que se encontraron al comparar las secuencias de algunos aislamientos de PYVV en tomate con respecto a los procedentes de papa.
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  DISCUSIÓN


  En este trabajo utilizando un método de secuenciación masiva de nueva generación se obtuvo la secuencia del genoma completo de PYVV infectando tejido foliar de plantas de tomate var. Chonto, lo que representa el primer reporte disponible en GenBank de un genoma de este virus procedente de un hospedante diferente a papa. Durante el análisis bioinformático de la secuencia consenso, resultó evidente la ocurrencia de una mezcla de variantes en el transcriptoma evaluado, identificándose 162, 401 y 42 sitios polimórficos para los segmentos genómicos ARN1, ARN2 y ARN3, respectivamente y niveles de variación internos para cada ORF viral en el rango de 92,2 % (p10) a 99,4 % (p26). Aunque la mayor parte de los cambios correspondieron al tercer nucleótido de codones redundantes, algunos condujeron a cambios putativos en la secuencia de aminoácidos de las proteínas resultantes, siendo más numerosos en MTR/HEL (35 cambios), p60 (16 cambios), HSP70h (12 cambios) y CPm (diez cambios). Cuando se comparó la secuencia consenso aquí obtenida con los dos genomas completos de PYVV hasta ahora disponibles en papa (Livieratos et al., 2004; Álvarez, 2016), los niveles de variación detectados fueron aún mayores, especialmente para el segundo segmento de ARN (entre 5,3 % y 7,5 %) que contiene parte del arreglo de genes característico de los virus de la familia Closteroviridae, e incluye una pequeña proteína hidrofóbica (p7), la proteína de choque térmico HSP70h, una proteína estructural de 60 kDa, la proteína de la cápside (CP) y un pequeño péptido (p10) de función desconocida (Livieratos et al., 2004; King et al., 2012). Tal como ocurrió con los análisis de variación encontrados en el transcriptoma de tomate aquí secuenciado, el mayor número de polimorfismos entre la secuencia consenso de PYVV y aquella obtenida en papa en Cajamarca (Perú) ocurrió en MTR/HEL, p60, HSP70h y CPm con 26, 16, 13 y 13 cambios putativos de aminoácidos en las proteínas resultantes. Estos hallazgos confirman los resultados recientemente encontrados por Chaves et al. (2014) y Cubillos-Abello y Guzmán-Barney (2015), en los que se señala la existencia en PYVV de mayores niveles de variación entre secuencias de CPm (diversidad nucleotídica d=0,064) que en CP (d=0,010), e incluso en dichos trabajos se sugieren eventos putativos de recombinación en dicha región del genoma de PYVV. Para el caso de CP, Chavés-Bedoya et al. (2013) evaluaron la estructura poblacional de PYVV con base en 69 secuencias disponibles en GenBank procedentes de aislamientos del virus obtenidos en Colombia en diferentes años (2008 a 2011), departamentos (Cundinamarca, Antioquia y Nariño) y hospedantes (S. tuberosum y S. phureja), hallando que los niveles de variación genética entre éstos no superaron el 3 %, un valor levemente inferior al encontrado en el presente estudio con respecto a las cepas de PYVV de papa (3,8 % a 3,9 %).


  Con el fin de evaluar si los niveles de variación encontrados en estos ORF de PYVV estaban asociados a la ocurrencia de procesos de selección mediados posiblemente por hospedante, se realizó un análisis de selección utilizando el índice Ka/Ks, confirmándose la ocurrencia de selección positiva en algunas regiones que codifican para MET/HEL (Ka/Ks=1,01 a 2,14) y CPm (1,12 a 1,22), mientras que p60 presentó una selección negativa en algunas de sus regiones (Ka/Ks=0,639 a 0,91); sin embargo para confirmar esta hipótesis que señala algún grado de especialización de cepas de PYVV en tomate, será necesario en el futuro realizar evaluaciones biológicas que incluyan pruebas de patogenicidad cruzada entre aislamientos de PYVV obtenidos en papa y tomate, así como pruebas de eficiencia de transmisión por diferentes biotipos de T. vaporariorum, el insecto vector de este virus (Salazar et al., 2000).


  Por otra parte, en este trabajo se evaluó la efectividad de un par de cebadores diseñados por Álvarez (2016) para amplificar una región de 115 pb de CP mediante RT-qPCR (PYVV_F_CP-qPYVV_R_CP). Los resultados indicaron la utilidad de estos cebadores para detectar el PYVV en tomate, al obtenerse los amplicones del tamaño esperado y su confirmación por secuenciación de Sanger. Adicionalmente, las pruebas de RT-qPCR permitieron inferir altos niveles de incidencia de PYVV en cultivos de tomate en el Oriente Antioqueño, al ser detectado el virus en diez de 14 muestras compuestas (cinco submuestras foliares/muestra) asintomáticas obtenidas durante los años 2015 y 2016 con valores de Ct de 15,28 a 29,58; el virus también se detectó en una muestra con síntomas de amarillamiento de venas (TMS1), en la muestra secuenciada por NGS [T(NGS)] y en los dos controles positivos de papa utilizados en los ensayos. De gran interés resultó el hallazgo de dos valores de Tm entre los amplicones evaluados con la herramienta HRM (High Resolution Melting) del termociclador de tiempo real; el primer valor correspondiente a un promedio de 80,1 °C (SD=0,43) se presentó en 11 de las muestras de tomate, mientras que el otro valor (Tm promedio=77,32 °C; SD=0,27) se encontró en los dos controles de PYVV de papa y en una muestra de tomate del año 2016 (T1). Este último valor de Tm es cercano al encontrado por Álvarez (2016) cuando diseñó y validó los cebadores aquí evaluados (promedio=77,45 °C; SD=0,16) en cuatro muestras de papa con síntomas de amarillamiento de venas, lo que concuerda con el origen de los controles positivos.


  Estos resultados, en su conjunto, señalan la ocurrencia de al menos dos variantes de PYVV en la región bajo estudio, con una de ellas predominando en tomate y la otra en papa. Para evaluar dichos hallazgos en el trabajo, se decidió definir durante el año 2016 la utilidad adicional de dos pares de cebadores dirigidos a amplificar por RT-PCR convencional una región de CP de 495 pb (PYVV_F_CP- PYVV_R_CP) (Álvarez, 2016) y otra de 758 pb (PYVVCPF y PYVVCPR) (Offei et al., 2004), en muestras obtenidas en cultivos de tomate de Marinilla durante este año. Efectivamente, dichos cebadores permitieron obtener los amplicones del tamaño esperado en tres de las cinco muestras evaluadas y en los dos controles positivos de papa. Con las secuencias obtenidas para estas regiones se realizó un alineamiento múltiple que incluyó además la región de CP de la muestra (T(NGS)) secuenciada mediante NGS y confirmada por Sanger y 56 secuencias de CP depositadas en GenBank para aislamientos de PYVV de Colombia principalmente por Offei et al. (2004), Gil et al. (2013) y Chávez-Bedoya et al. (2013; 2014). El análisis filogenético resultante permitió identificar dos clados principales, el primero incluyó todas las secuencias de PYVV de papa, así como las secuencias de la muestra bulk de tomate secuenciada por NGS, mientras que el segundo clado sólo incluyó secuencias del virus procedentes de plantas de tomate, lo que confirma la existencia de las dos variantes detectadas por RT-qPCR y explica los niveles de variación internos encontrados en los análisis bioinformáticos realizados con los datos de NGS para diferentes regiones del genoma de PYVV. De forma interesante, la muestra T1 se ubicó en una rama intermedia entre ambos clados, lo que sugeriría la existencia de un gradiente de variación entre cepas de PYVV especializadas en dichos hospedantes, situación que requiere ser confirmada con el análisis de un mayor número de muestras no sólo de esta zona geográfica de Antioquia, donde se presentan arreglos mixtos o alternos de cultivos de papa y tomate, sino en otras del país donde confluya la siembra de ambos hospedantes.


  Finalmente, de los resultados de RT-PCR obtenidos en el estudio, llama la atención el hecho que en dos muestras (T2 y T4) se haya detectado el PYVV mediante RT-qPCR, pero no por uno de los pares de cebadores utilizados en RT-PCR convencional. Estas diferencias en la sensibilidad de dichas pruebas moleculares han sido frecuentemente reportadas en virus de plantas (Harju et al., 2005; Bertolini et al., 2008; Sharma y Dasgupta, 2012), siendo estimado que la RT-qPCR presenta niveles de sensibilidad superiores entre 1.000 y 100.000 veces con respecto a pruebas basadas en RT-PCR convencional; e incluso específicamente para PYVV, López et al. (2006) señalan que la prueba de RT-qPCR con sonda Taqman diseñada para detectar una región de CP de PYVV, presentaba niveles de sensibilidad superiores en 1000 veces a los encontrados con la prueba de RT-PCR convencional. Es por esto, que Álvarez (2016) en su trabajo de caracterización molecular de PYVV en S. phureja, sugiere el empleo de la técnica de RT-qPCR para apoyar los programas de certificación de tubérculo-semilla y para la detección del virus en muestras foliares asintomáticas, mientras que indica que el uso de la RT-PCR convencional debe ser dirigido a estudios que empleen muestras sintomáticas con alto título viral, y, especialmente, en aquellos tendientes a evaluar niveles de variación molecular y de afinidad filogenética entre diferentes cepas de PVYY y entre esta especie y otros crinivirus de interés agrícola.


  Los hallazgos del presente estudio ponen de manifiesto la necesidad de emprender con prontitud trabajos que identifiquen los niveles de incidencia, variación genética, eficiencia de transmisión por biotipos de T. vaporariorum, rango de hospedantes y efecto sobre el rendimiento y la calidad de frutos de tomate en regiones cultivadoras de esta hortaliza en Colombia y otros países andinos donde se ha registrado la presencia del virus PYVV.


  CONCLUSIONES


  En este trabajo se secuenció completamente el genoma del virus PYVV infectando plantas de tomate var. Chonto en el municipio de Marinilla (Antioquia), utilizando el sistema NGS Illumina HiSeq-2000. Este virus presenta un genoma segmentado en tres moléculas de ARN de cadena sencilla positiva con tamaños de 8043 nt (ARN1), 5346 nt (ARN2) y 3896 nt (ARN3) y que codifican para las diez proteínas previamente reportadas para cepas de PYVV en papa. Los niveles de identidad encontrados al interior del transcriptoma de tomate para las secuencias de nucléotidos y aminoácidos de las proteínas para las que codifica el segundo segmento de PYVV, fueron menores que los encontrados para los ARN1 y ARN3, con valores tan bajos como 92,5 % en nucleótidos y 94 % en aminoácidos para p10, y cercanos al 5 % en nucleótidos y 2-3 % en aminoácidos para los demás ORF (Hsp70h, p7, p60 y CP) de este segmento genómico, lo que revela niveles de variación no registrados antes para este crinivirus.


  Utilizando análisis de temperaturas de fusión (Tm) de amplicones obtenidos por RT-qPCR a partir de muestras de ARN total de plantas de tomate y papa del Oriente Antioqueño, se identificaron dos variantes principales de PYVV, situación que fue confirmada por análisis filogenéticos utilizando secuencias de la cápside viral obtenidas a partir de la secuenciación Sanger de amplicones generados por RT-PCR convencional y que explican los niveles moderados de polimorfismo encontrados en el análisis bioinformático realizado a partir de los datos de NGS para la secuencia completa del genoma de PYVV.
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  ABSTRACT


  Cassava, Manihot esculenta Crantz, represents the main food source for more than one billion people. Cassava's production is affected by several diseases, one of the most serious is cassava bacterial blight (CBB) caused by Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). A quantitative trait loci (QTL) analysis for CBB resistance was performed under natural infection conditions, using a mapping population of 99 full-sibs genotypes highly segregant and a SNP-based high dense genetic map. The phenotypic evaluation was carried out in Puerto López, Meta, Colombia, during the rainy season in 2015. Both resistant and susceptible transgressive segregants were detected in the mapping population. Through a non-parametric interval mapping analysis, two QTL were detected, explaining 10.9 and 12.6 % of phenotypic variance of resistance to field CBB. After a bioinformatics exploration four genes were identified in the QTL intervals. This work represents a contribution to the elucidation of the molecular bases of quantitative cassava resistance to Xam.


  Keywords: Cassava, molecular marker, QTL, resistance, SNPs, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.

  


  RESUMEN


  La yuca, Manihot esculenta Crantz, representa la principal fuente de alimento para cerca de 1000 millones de personas. La producción de yuca se ve afectada por diversas enfermedades, una de las más serias es la bacteriosis vascular (CBB) causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). En este estudio se realizó un análisis de loci de rasgos cuantitativos (QTL) para la resistencia a CBB en condiciones naturales de infección, usando una población de mapeo constituida por 99 genotipos de hermanos completos segregantes y un mapa genético altamente denso basado en SNPs. La evaluación fenotípica se llevó a cabo en Puerto López (Meta), Colombia, durante la época de lluvias durante el segundo semestre de 2015. En la población de mapeo fueron detectados individuos con una segregación transgresiva tanto resistentes como susceptibles. A través de un análisis no paramétrico de intervalo simple, se detectaron dos QTL que explican el 10,9 y el 12,6 % de la varianza fenotípica de la resistencia en campo a CBB. Mediante análisis bioinformáticos se identificaron cuatro genes candidatos presentes en los intervalos de los QTL. Este trabajo representa un esfuerzo por dilucidar los mecanismos moleculares implicados en la resistencia de yuca a CBB.


  Palabras clave: marcador molecular, QTL, resistencia, SNPs, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, yuca.

  


  INTRODUCTION


  Cassava, Manihot esculenta Crantz, is a cross-pollinated species and belongs to the Euphorbiaceae family. It is a perennial shrub and its origin is the Amazon Basin (Olsen and Schaal, 1999). The cassava diploid genome is 2n = 36 and has sexual reproduction but for agro-economical purposes farmers use vegetative propagation (Carvalho and War, 2002; Raji et al., 2009). Cassava is one of the most important crops worldwide. It is the third most important source of calories in the tropics, after rice and maize (FAO, 2008). Cassava has been considered essential in protecting food security, especially for developing countries in Africa, Asia and Latin America (FAO, 2008). Due to the high adaptability to drought and acid and poor soils, cassava has been considered as an excellent alternative for an eventual world food crisis (FAO, 2008; FAO, 2013).


  Brazil, Thailand, Indonesia, Angola and Ghana are the countries with the largest cassava planted area. Colombia was ranked fifteenth in world cassava production and third in Latin America after Brazil and Paraguay (Aguilera, 2012). In Colombia, Departments such as Bolívar, Córdoba, Sucre, Magdalena and Meta are those with the largest cassava planted area and production. The total production in these Departments was more than 500 thousand tons in 2014 (MINAGRO, 2016).


  Cassava, as any other crop, is affected by several diseases produced by virus, fungus, oomycetes and bacteria (FAO, 2013). The most important bacterial disease affecting cassava is Cassava Bacterial Blight (CBB), which is caused by the vascular and foliar pathogen Xanthomonasaxonopodis pv. manihotis (Xam). Recently, Xam was ranked as one of the top 10 most important bacterial phytopathogens (Mansfield et al., 2012). CBB is a devastating disease, generating significant losses, which can reach between 12 and 100 % in infected fields (Lozano, 1986; López and Bernal, 2012). In Colombia, the Xam populations are highly dynamic and diverse (Restrepo et al., 2004; Trujillo et al., 2014).


  Conventional breeding strategies have been used to address CBB but with limited success. The most efficient strategy to manage CBB is planting resistant cultivars. However, the knowledge of the molecular mechanisms which governs the resistance in cassava is scarce. Nevertheless, histology and cytochemistry studies of the resistance to CBB shows that callose depositions (Kpémoua, 1996; Sandino et al., 2105), cell wall fortification, lignification and suberization associated with callose deposition and production of flavonoids and polysaccharides are important mechanisms of resistant in response to Xam (Kpémoua et al., 1996). Also, different molecular approaches have conducted to identify resistance and defense genes (López et al., 2003; López et al., 2005).


  Resistance to CBB is a quantitative trait, with polygenic and additive inheritance (; Jorge et al., 2000; Jorge et al., 2001). A number of quantitative trait loci (QTL) for resistance to CBB, with major and minor effects as well as stable and unstable have been detected. In 2000, Jorge and coworkers reported twelve QTL explaining 9 % to 27 % of the phenotypic variance. These QTL were detected under greenhouse conditions to five Xam strains (CIO-84, CIO-1, CIO-136, CIO-295 and ORST X-27). Eight novel QTL, explain between 7.2 % and 18.2 % of the resistance, were identified under field conditions of natural disease pressure and during two consecutive crop cycles (Jorge et al., 2001). Nine QTL explaining 16 % to 33 % of the phenotypic variance to four African Xam strains were also reported (Wydra et al., 2004). More recently, two new QTL explaining 62 % and 21 % of the CBB resistance were identified to the Xam strains CIO151 and CIO121 (López et al., 2007).


  Undoubtedly the environmental conditions plays a key role in traits governed quantitatively and even more in plant pathogen interactions (Weinig and Schmitt, 2004; Anderson et al., 2014). In fact, several studies had shown that the environment conditions are a key factor in the cassava–Xam interaction. In particular, the humidity favors the dispersion and proliferation of the bacteria and favors the disease (Banito et al., 2000; Wydra and Verdier, 2002; Restrepo, 2004; Banito et al., 2008). Thus, is essential to perform field evaluations with high disease pressure in order to detect genetic determinants involved in CBB resistance under natural conditions where cassava grows.


  The objective of this work was to identify novel QTL for CBB field resistance, based on the evaluation of a biparental population of 99 F1 segregating full sib progeny, during a rainy season in 2015 in Meta, Colombia. A bioinformatics research for genes present in the QTL regions was carried out finding some candidate genes.


  MATERIALS AND METHODS


  Mapping population and field design experiment


  The mapping population is a full sib F1 segregating population of 99 individuals obtained by a cross between the Nigerian cultivar TMS30572 and CIAT's (International Center for Tropical Agriculture) elite cultivar CM2177-2 (Fregene, 1997). Due to cassava is a highly heterozygous species, the parental TMS30572 and CM2177-2 are not pure lines, instead are heterozygous, given arise a first progeny (F1) segregating population. This population has been used for several mapping studies (Fregene et al., 1997; Jorge et al., 2000; Jorge et al., 2001; Mba et al., 2001; Lopez et al., 2007), and for the construction of a high-density cassava genetic map (Soto et al., 2015). Each genotype was grown from stem cuttings (stakes) at the research institute "La Libertad" Corpoica, located in Puerto López, Meta, Colombia (4°03'40.3"N 73°27'22.5"W). This region belongs to ecozone 2 (ECZ2): a lowland tropical region in the Colombian eastern plains (Restrepo et al., 1999; Jorge et al., 2001; Trujillo et al., 2014). Ten plants of each parent and each genotype were planted in the field with a density of 1m2, in an area of 1.9 ha under a complete random design. The F1 population was planted in August, 2014. The plants were cultivated according to the agronomical practices employed by the farmers. No control to diseases was conducted. During the evaluation period of the response to natural disease pressure of Xam in Meta, Colombia, in July 2015, corresponding to rainy season (IDEAM, 2015). The maximum and minimal temperatures were 32 °C and 22 °C, respectively, 87 % of relative humidity and a mean precipitation of 400 mm (IDEAM, 2015). Insects or other diseases did not attack the plants, which grew as expected.


  The F1 population was planted in August, 2014. The plants were cultivated according to the agronomical practices employed by the farmers. No control to diseases was conducted. During the evaluation period of the response to natural disease pressure of Xam in Meta, Colombia, in July 2015, the maximum and minimal temperatures were 32 °C and 22 °C, respectively, 87 % of relative humidity and a mean precipitation of 400 mm (IDEAM, 2015). Insects or other diseases did not attack the plants, which grew as expected.


  Field evaluation of the response to CBB


  Under a natural pressure of Xam, the disease severity was scored in ten plants by genotype and parental at ten months after planting, using a rating from 0 to 5, using the symptoms scale described by Jorge et al. (2001). Symptom scale: 1=healthy plant (no symptoms); 2=angular leaf spots; 3=wilting of leaves; 4=dieback of one or several apices; 5=dieback of whole plan. The average of the symptoms at the observation time was calculated for each genotype and taken as a disease index (DI). The DI of each genotype was used for QTL analysis. The transgressive segregants for resistance and susceptibility were also evaluated. The distribution of frequency of the DI was tested for normal distribution by the Shapiro-Wilk test. An analysis of variance (ANOVA) and its non-parametric test (Kruskal-Wallis) were also performed.


  QTL mapping


  Interval Mapping (IM) analysis with the "np" model was used for QTL detection through R/qtl V1.37-11 (Broman, 2015). The high dense genetic map of cassava with a density or distance between markers of 1,26 cM (Soto et al., 2015) was employed plus a set of 2,236 GBS-SNP markers with unknown genetic position but with known physical position in the current cassava genome v6.1. To declare the presence of a QTL a LOD score higher than 2.5 was used as criteria. The QTL interval was established by a LOD decrease of 0.5 from the marker peak position. Phenotypic variation explained by each QTL was determined with the R package calc.Rsq. Physical positions of the genes identified within the QTL intervals (candidate genes) were established based on the SNP-based genetic map. A BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analysis were performed to the current cassava genome (v6.1) for genes identified within the QTLs intervals.


  RESULTS


  Field evaluation of the response to cassava bacterial blight


  At the end of the productive cycle (ten months after planting) and before harvest the roots, the cassava plants were scored for the presence of symptoms. Five genotypes (5 %) were symptomless, while 94 genotypes (95 %) exhibit at least one of the typical symptoms related to CBB, being the angular leaf spots the most common. Taking into account these observations it is possible to conclude that CBB was present in the field and in consequence it was possible to evaluate the differential responses among the genotypes. The plants were categorized according to the presence of symptoms using a field scale previously established (Jorge et al., 2001) and a disease index (DI) was calculated for each genotype as the number of symptomatic plants over the total of evaluated plants. The DI in the mapping population did not exhibit a normal distribution, (p<0.05) (Fig. 1). However, the Kruskal-Wallis test showed significant differences (p<0.05) for the DI values obtained for the genotypes tested, showing that the response to CBB is genotype-dependent (Supplementary data). Both parents exhibited DIs statistically different (significant p<0.05), indicating contrasting responses to CBB (Supplementary data). The resistant parental TMS30572 had a DI value of 0.2 while the DI for the susceptible parent was 0.6. The DI in the mapping population ranged from 0 to 2, with a mean of 0.75 and a standard deviation of 0.45. Most DIs values were found near the average of the sample (34 genotypes with DI=1) and very few values near the upper (four genotypes with DI >1.8) and lower extremes (five genotypes with DI=0) (Fig. 1). From the 99 genotypes evaluated, 38 have equal or lower DI values than 0.2 (DI value of the resistant parent TMS30572), these were considered as resistant genotypes. On the other hand, 61 genotypes exhibited equal or higher DI values than 0.6 (DI value for the susceptible parent CM772-14) and those were considered as susceptible.


  [image: ]


  Transgressive segregants with DIs higher or lower than the parents were identified in the mapping population. The total trasngressive segregants were eight for DIs lower than 0.2 (ID value of the parent TMS30572) and 60 higher than 0.6 (ID value of the parent CM2177-2). The genotypes g52 and g135 were the extreme genotypes for susceptibility with ID values of 1.83 and 2, respectively. For resistance, the extreme genotypes were g23, g89, g92, g93 and g104, which did not exhibit any symptom related to CBB (Supplementary data).


  QTL mapping


  Due to the ID values in the mapping population did not exhibit a normal distribution, a non-parametric QTL interval mapping approach using the model "np" of R/qtl, was applied. Based on the phenotyping evaluation of the response to CBB in the F1 population and the previous cassava genetic map developed (Soto et al., 2015). This analysis allowed the identification of two QTL explaining CBB field resistance. These QTL were located in linkage groups 4 and 8 with LOD 2.5 and 2.9 respectively (Fig. 2). The QTL in the linkage group 4 was named as QLB-4 and explains the 12.6% of the field resistance to CBB. It covers an interval length of 2.4 cM. The interval flanking markers of QLB-4 were MB_21980 and MB_25367. The physical distance from the peak (MB_21974) to the flanking marker MB_21980 was 317bp. While the distance from the peak marker to the flanking marker MB_24367 could not be established due to these two markers belong to different scaffolds in the cassava genome v4.1.
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  The second QTL was located on the linkage group 8, explained 10.9 % of CBB resistance and was named as QLB-8. The QLB-8 covers an interval of 1.8 cM, whit a peak marker matching to the SNP MB_8500 and interval flanking markers MB_2801 and MB_14991 (Table 1). The physical distance from the peak marker to the flanking markers could not be established due to the two flanking markers belonging to different scaffolds in the cassava genome v4.1.
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  For each QTL interval, the corresponding genomic regions were searched for the presence of coding regions based on the new cassava genome version v6.1 (phytozome.com). The positions of the SNPs markers MB_21974 (peak marker) and MB_21980 (flanking marker) of QLB-4 match with the gene Manes.07G062100. According to PFAM (Protein Family) the annotation, this gene coded for a protein related to the vacuolar-sorting receptor 3. The position of the other flanking marker of QLB-4 (MB_25367) matches with the gene Manes.07G053100 which following the PFAM annotation corresponds to a serine protease carboxypeptidase. While in the interval of QLB-8 two genes were detected: Manes.S010100a and Manes.03G002800, which code for a C2HC zinc finger-containing protein and for a core-2/i-branching beta-1, 6-n-acetylglucosaminyltransferase protein, respectively.


  DISCUSSION


  The present study evaluated the phenotypic response of 99 full-sib segregant genotypes to CBB in field during the rainy season at Meta (Eastern Plains), one of the most productive areas of cassava in Colombia (Agronet-MINAGRO, 2016). The Colombian Eastern plains belong to the ECZ2 which is characterized by savannas of acid soils, with mean temperature of 26.1 °C and mean precipitation of 400 mm per month (Jorge et al., 2001; Ospina et al., 2002; Restrepo et al., 2004). This ECZ2 has been described as an area with one of the highest incidence of CBB in Colombia (Jorge, 2001). Several studies have shown that Xam populations present ecozone-differentiation as well as pathogenic specialization to the local adapted cassava material (Restrepo and Verdier 1997; Restrepo, 1999). Thus, the QTL reported here could be useful for further breeding strategies whose interest will be developing new CBB-resistant cassava varieties highly adapted to this ECZ. It will be important to carry out studies on the pathogen in this area in order to dissect the current status of the presence of different Xam strains and its dynamics. The last information available on Xam in this particular ECZ was obtained almost two decades ago (Restrepo, 1999).


  An adequate high disease pressure was observed during the field evaluation. Differences in the severity of the disease between parental genotypes, as well as differences within the individuals of the mapping population, could be detected. Based on the phenotype data obtained it was possible the identification of two QTL explaining 10.9 and 12.6 % of cassava resistance to Xam. In each of these QTL regions were found two coding genes, representing novel candidate genes for CBB resistance.


  A higher number of susceptible genotypes (61.6 %) compared to the susceptible genotypes were identified in the mapping population. Due to the phenotypic evaluation was performed during a rainy year, it is expected that the high humidity had contributed to this finding. This is consistent with several studies showing that high humidity favored the development and speed of symptoms as well Xam growing and dispersion (Leu, 1978; Banito et al., 2000; Banito et al., 2001; Wydra and Verdier, 2002; Restrepo, 2004).


  Both, resistant and susceptible transgressive segregants were identified in the phenotypic evaluation of the mapping population. Ten resistant transgressive genotypes were identified. This type of segregation has been described for several crops (Akinwale et al., 2010; Whankaew et al., 2011; Thanyasiriwat et al., 2013; Njenga et al., 2014), as well for cassava to CBB resistance in the same mapping population used in this study (Jorge et al., 2000; Jorge et al., 2001). The finding of these segregants suggests the action of additive and dominant genes for CBB resistance in the TMS30571 x CM2177-2 cross. The transgressive genotypes and especially the extreme resistant individuals g23, g89, g92, g93 and g104, became an important source of CBB resistance to be employed in different cassava breeding programs.


  In this study two QTL were identified. A previous QTL detection study for CBB conducted also at ECZ2 (Jorge et al., 2001) revealed the presence of eight QTL from which six were stable. On greenhouse and controlled conditions with particular Xam strains more than twenty QTL have been identified (Jorge et al., 2000; Wydra et al., 2004; Lopez et al., 2007). Several of these QTL were strain-specific QTL. The identification of several resistance QTLs have been achieved through QTL mapping in important pathosystems, some of the most recently reports include QTL the resistance to virus diseases affecting maize (Wang et al., 2016), leaf rust in wheat (Soriano and Royo, 2015) and Xanthomonas oryzae pv. oryzae in rice (Dejedatin et al., 2016) within others.


  In order to evaluate the stability of the QTL reported here, it will be necessary to perform additional field evaluations during different years and dry seasons. Another important aspect will be to determinate the Xam strain (s) present on the infected plants to know if these QTL are strain specific.


  The two QTL identified in this study cover a genetic region of 4.2 cM, 2.4 cM for QLB-4 and 1.8 cM for QLB-8, respectively. The QTL cover a short interval length given the high marker density exhibited for this genetic map (Soto et al., 2015). In addition, this genetic map was anchored to the cassava genome which allowed the identification of the genes present in the QTL intervals. Even though some associations of candidate genes with QTL have been reported (Faris et al., 1999; Ramalingam et al., 2003; Liu et al., 2004), these types of studies are scarce. Here it was possible to identify four candidate genes in a relative short interval length. These genes are represented by the molecular markers located within the QTL interval. Due to those interval markers belong to different cassava genome scaffolds a physical map region was not established, in consequence, it is possible that more than four genes were located within the physical interval. Nevertheless, the presence of two genes in each of these QTL will facilitate the number of genes to be functionally validated.


  The functional annotation of the four genes present within the QTL intervals are not directly related to known plant immunity related genes. Other studies have reported the presence of genes coding for proteins related in plant immunity process as pathogen perception or in signal pathways (Ramalingam et al., 2003; St. Clair, 2010; Lopez, 2011). However, some studies have established that the typical immunity-related genes are only a small part of the whole genes related to plant resistance (Corwin et al., 2016). Recently, several genes have been cloned from QTL and none of them correspond to classical R genes, but have different functions not directly related with pathogen recognition or defense (Poland et al., 2009; Bryant et al., 2014; Roux et al., 2014). Thus, the four genes here detected become new genetic factors that may be playing an important role in CBB resistance. The functional validation of these genes should be addressed in order to deepen the understanding of the cassava response to Xam.


  CONCLUSIONS


  In this study, the phenotypic evaluation of the response of 99 full-sib segregant genotypes to Xam infection in field conditions in Meta, Colombia, allowed the detection of two novel QTL associated to CBB resistance. These QTL explained 10.9 and 12.6 % of the field resistance to the disease. Four genes were identified in the QTL intervals. The genes coding for a protein related to the vacuolar-sorting receptor, a serine protease carboxypeptidase, a C2HC zinc finger-containing protein and for a core-2/i-branching beta-1,6-n-acetylglucosaminyltransferase protein. These genes become novel genetic factors which can be playing a role in plant resistance to Xam. The QTL and the genes involved in CBB field resistance detected in this study can contribute in local marker assisted-breeding strategies and further map-based studies focus on dissect the major responsible genes governing CBB resistance.
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  RESUMEN


  Se realizó el aislamiento de microorganismos cultivables a partir de la biopelícula formada sobre el ánodo de una celda de combustible microbiana puesta en operación durante 30 días; los microorganismos aislados fueron evaluados en su capacidad de producir energía en celdas de combustible microbianas y de reducir el cromo hexavalente, Cr (VI). Se aislaron cinco microorganismos, los cuales fueron caracterizados mediante análisis del gen del ARNr 16S, el cual ubicó a los microorganismos en cuatro géneros bacterianos: Exiguobacterium (CrMFC1), Acinetobacter (CrMFC2), Aeromonas (CrMFC3 y CrMFC5), y Serratia (CrMFC4). Todas las cepas aisladas mostraron actividad electrogénica y capacidad para reducir cromo hexavalente; la cepa de Acinetobacter CrMFC2 mostró el mejor desempeño electroquímico al registrar una densidad de potencia máxima de 18,61 mW/m2; las demás cepas mostraron valores de densidad de potencia máxima entre 4,6 mW/m2 y 7.1 mW/m2. Las cepas de Aeromonas CrMFC5 y Exiguobacterium CrMFC1 mostraron las mejores tasas de reducción de cromo al ser capaces de reducir el 100% del Cr (VI) en menos de 24 horas, destacándose la cepa de Aeromonas CrMFC5 la cual redujo el 100 % de Cr (VI) en 10 horas; las demás cepas redujeron el 100 % del contaminante al cabo de 28 a 30 horas. Los microorganismos aislados en este estudio son escasamente conocidos por su capacidad electrogénica y de reducir el Cr (VI); no obstante, se muestran promisorios para su utilización en sistemas mixtos que involucren la producción de energía acoplada a sistema de biorremediación de aguas contaminadas con cromo.


  Palabras clave: ARNr 16S, biorremediación, celda de combustible microbiana, reducción de cromo.

  


  ABSTRACT


  Isolation of cultivable microorganisms was made from the biofilm formed on the anode of a microbial fuel cell put into operation for 30 days; isolated microorganisms were evaluated for their ability to produce energy and reduce the hexavalent chromium Cr (VI). Five microorganisms were isolated, which were characterized by analysis of 16S rRNA gene, placing them in four bacterial genera: Exiguobacterium (CrMFC1), Acinetobacter (CrMFC2), Aeromonas (CrMFC3 and CrMFC5) and Serratia (CrMFC4). All isolates showed electrogenic activity and ability to reduce hexavalent chromium; the Acinetobacter CrMFC1 strain showed the best electrochemical performance registering a maximum power density of 18.61 mW/m2; the other strains showed values of maximum power density between 4.6 mW/m2 and 7.1 mW/m2. Strains Aeromonas CrMFC5 and Exiguobacterium CrMFC1 showed the best rates of chromium reduction being able to reduce 100 % of the Cr (VI) in less than 24 hours, the Aeromonas CrMFC5 strain was the most efficient, reducing 100 % of Cr (VI) in 10 hours; the other strains reduced 100% of the contaminant after 28 to 30 hours. The microorganisms isolated in this study are hardly known for their electrogenic capacity and for reducing Cr (VI); however, show promise for their use in combined systems involving energy production system coupled to bioremediation of chromium contaminated water.


  Keywords: 16S rRNA, bioremediation, microbial fuel cell, chromium reduction.

  


  INTRODUCCIÓN


  En las últimas décadas ha venido creciendo el interés por las llamadas celdas de combustible microbianas (MFC, por sus siglas en inglés: microbial fuel cell) debido a sus múltiples aplicaciones potenciales, que no solo incluyen la producción sostenible de energía eléctrica a partir de compuestos biodegradables, sino también la generación de otros beneficios como la biosíntesis de compuestos de interés industrial a bajo costo (Logan y Rabaey, 2012) y la descontaminación de aguas residuales y de otros sustratos complejos en procesos de biorremediación (Du et al., 2007; Ahn y Logan, 2010; Zhou et al., 2013; Chabert et al., 2015). Las MFC son sistemas bioelectroquímicos que convierten la energía química disponible en sustratos orgánicos o inorgánicos directamente en electricidad a través de la actividad metabólica de los microorganismos (Pant et al., 2010).


  Una MFC típica consta de dos tipos de electrodos (ánodo y cátodo), en los cuales, dependiendo del diseño y de las condiciones operativas, se forman biopelículas microbianas, en uno u otro o en ambos electrodos. Por ejemplo, los microorganismos presentes en la biopelícula anódica oxidan catalíticamente los sustratos presentes, que en el caso de que sean compuestos orgánicos, generan protones, CO2, y electrones, que son transferidos directa o indirectamente al ánodo; éstos son llevados hasta el cátodo a través de un circuito externo donde participan en la reducción del oxígeno junto a los protones que fueron liberados en el ánodo, formando agua (Du et al., 2007; ElMekawy et al., 2014).


  Los estudios sobre esta biotecnología, indican que la densidad de potencia generada por una MFC no podría llegar a ser igual o mejor que la de una pila de combustible químico (Zhou et al., 2013). Sin embargo, la posibilidad de descontaminar cuerpos de agua o degradar compuestos de desecho a bajo costo con la posibilidad de producir energía eléctrica en el proceso sin la generación de nuevos contaminantes representa un costo-beneficio importante (Zhou et al., 2013).


  El desarrollo de MFC eficientes requiere de la contribución de diferentes disciplinas científicas y técnicas como la microbiología, la electroquímica y la ingeniería. Desde el enfoque microbiológico, no solo se requiere la identificación y caracterización de microorganismos con características electrogénicas, que sean capaces de transferir electrones al sistema mientras metabolizan sustratos presentes en él, sino también el estudio de la ecología de las comunidades microbianas en el entorno de la MFC (Ahn y Logan, 2010), la estratificación de la biopelícula (Wang et al., 2015) y los organismos asociados.


  El cromo tiene multitud de aplicaciones industriales y ha sido objeto de estudio en los últimos años por la problemática ambiental y de salud ocupacional que genera. El metal puede presentarse en diversos compuestos con estados de oxidación de II a VI. Los estados de valencia de interés industrial son el cromo hexavalente y en menor grado el cromo trivalente (Vullo, 2003; Loayza, 2006; Mancera-Rodríguez y Álvarez-León, 2006). El Cr (VI), aunque es poco estable es muy soluble, con una alta movilidad entre sustratos, siendo un contaminante ambiental tóxico y cancerígeno (Cervantes et al., 2001; Cuberos et al., 2009; Gutiérrez et al., 2010), de allí el interés por encontrar tecnologías adecuadas orientadas a la biorremediación del cromo hexavalente. Las MFC podrían constituir una opción biotecnológica promisoria en esta dirección.


  El presente trabajo tuvo como objetivo contribuir a la identificación y caracterización de microorganismos electrogénicos con la capacidad de reducir Cr (VI), presentes en la biopelícula anódica de una MFC alimentada con sustratos ambientales provenientes de agua lénticas.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Obtención de las biopelículas


  Se construyó una celda de combustible microbiana sedimentaria utilizando un recipiente de 500 mL y barras de grafito como electrodos; la MFC fue alimentada e inoculada con sustratos ambientales (lodos y agua) provenientes del lago de la estación experimental del Departamento de Biología de la Universidad del Valle. El lago se encuentra ubicado en las coordenadas: 3°22' N 76°32' W; se registraron valores promedio de 2,5 mg/L de oxígeno disuelto, 7,8 de pH y 104 µS de conductividad eléctrica durante el montaje experimental. Las MFC se mantuvieron en funcionamiento durante 30 días, tiempo en el cual se garantizó la formación de biopelícula. Pasado este tiempo los ánodos fueron retirados y se tomaron muestras que fueron destinadas para el cultivo de los microorganismos.


  Aislamiento de los microorganismos cultivables


  Se realizó el cultivo y aislamiento de bacterias provenientes de la biopelícula formada sobre el ánodo de las MFC. Los ánodos se lavaron con agua destilada estéril y se raspó la superficie de éstos con un escarpelo estéril, el raspado se utilizó para inocular medio líquido, basándose en la composición de agua residual artificial (ARA) (Lee et al., 2003) agregando un suplemento de glucosa (20 mM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas, posteriormente se realizaron siembras en superficie en placas de ARA solidificadas con agar-agar, donde se seleccionaron colonias bacterianas con características morfológicas distintivas.


  Caracterización morfológica y bioquímica de los microorganismos aislados


  Se realizó la caracterización morfológica de los microorganismos aislados mediante observaciones macroscópicas (Microscopio estereoscópico Leica EZ4 HD) y mediante microscopía óptica (Microscopio óptico Leica DM1000); la caracterización bioquímica se realizó utilizando el kit comercial BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit.


  Caracterización molecular


  Se realizó la extracción de ADN genómico a los microorganismos aislados, utilizando el kit comercial Ultra Clean Microbial DNA Isolation kit (MOBIO LAB) para obtener un producto libre de inhibidores y de buena calidad para la PCR. El ADN extraído se amplificó enzimáticamente utilizado los cebadores universales: 27F 5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3' y 1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT3'; el coctel de la PCR se preparó con base en las siguientes concentraciones finales: buffer (1X), MgCl2 (1,75 µM), dNTP's (5 µM cada uno), cebadores (4 µM cada uno), Taq polimerasa (1 unidad). El programa utilizado para la amplificación consistió en un ciclo de desnaturalización a 94 ºC durante cinco minutos, una fase de amplificación de 35 ciclos, con una desnaturalización a 94 ºC durante un minuto, hibridación a 54 ºC durante 45 segundos y extensión a 72 ºC durante 40 segundos; seguido de una última fase de un ciclo con una extensión final a 72 ºC durante diez minutos. Se determinaron las secuencias mediante procedimientos estándares del servicio suministrado por la compañía Macrogen (USA).


  Las secuencias obtenidas fueron comparadas directamente con las bases de datos del GenBank y del Ribosomal Database Project; se utilizaron las herramientas de búsqueda de alineación local básica (Blast-N) y la herramienta naïve Bayesian classifier (Wang et al., 2007) para la clasificación y asignación de taxones jerárquicos. Se recolectaron secuencias de las bases de datos de las diferentes especies de los géneros que mostraron relación con las secuencias obtenidas; las secuencias fueron alineadas con el programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) y se utilizaron para la construcción de un árbol de máxima verosimilitud utilizando el software PAUP versión 4.0b10; el modelo de substitución nucleotídica fue seleccionado por el criterio de Akaike en ModelTest versión 2.1.3 (Darriba et al., 2012); el soporte estadístico fue evaluado mediante el bootstrap de máxima verosimilitud (ML) con 1000 repeticiones.


  Caracterización electroquímica de los microorganismos aislados


  Los microorganismos aislados fueron ensayados de forma individual en su capacidad de generar energía. Se construyeron MFC de una cámara utilizando recipientes de 100 mL. Los electrodos se construyeron utilizando piezas cilíndricas de grafito con un área superficial de 11,3 cm2; para el caso del cátodo, el electrodo fue recubierto con catalizador de platino-carbono (0,1 mg/cm2) preparada en una solución de Nafion al 5 %. El sustrato energético utilizado, consistió en caldo nutritivo (peptona 0,5 %; extracto de carne 0,3 %; NaCl 0.5 %), suplementado con glucosa al 20 mM; cada MFC se inoculó con un cultivo (10 % v/v) de cada uno de los aislados microbianos seleccionados. Las MFC se mantuvieron en funcionamiento durante 16 días, tiempo en el cual se monitoreó el desempeño electroquímico de cada microorganismo mediante colecta de curvas de densidad de potencia.


  Bioensayo exploratorio de remoción de cromo hexavalente


  Se evaluó el potencial de los microorganismos aislados en su capacidad para reducir Cr (VI). En los experimentos se usaron inóculos de los aislados a una concentración de 10 % v/v partiendo de un cultivo microbiano concentrado; los ensayos de reducción se llevaron a cabo a una concentración de 10 mg/L de Cr (VI) en medio LB; estos fueron incubados a 30 ºC durante 30 horas, tiempo en el cual se evaluó la remoción biológica de Cr (VI) estimada mediante la determinación del cromo hexavalente residual; para esto, se tomó una alícuota de 500 µL a la cual se le agregó 40 µL de H2SO4 al 5 M y 200 µL de una solución concentrada de difenilcarbazida; la mezcla se aforó a 10 mL con agua destilada y se dejó reaccionar durante cinco minutos. La determinación de Cr (VI) residual se estimó en medio ácido por la formación de un complejo violeta con difenilcarbazida, por espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm (Greenberg et al., 1992).


  RESULTADOS


  Aislamiento y caracterización de microorganismos


  Se logró el aislamiento de cinco microorganismos con características morfológicas distintivas (tabla 1), provenientes de la biopelícula anódica de la MFC; en la tabla 2 se registran los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas a los microorganismos aislados.
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  Las secuencias obtenidas a partir de los aislados bacterianos fueron depositadas en la base de datos del Genbank, con números de accesión: KU724074-KU724078. La herramienta naïve Bayesian classifier fue utilizada para comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en la bases de datos del Ribosomal Database Project, indicando que los cinco microorganismos aislados pertenecen a cuatro géneros diferentes: Exiguobacterium, Acinetobacter, Aeromonas y Serratia. Utilizando como base los resultados de la herramienta naïve Bayesian classifier , se realizó la inferencia de la historia filogenética de las secuencias obtenidas con secuencias de las diferentes especies de los géneros Exiguobacterium, Acinetobacter, Aeromonas y Serratia; se generó un árbol por el método de máxima verosimilitud (Fig. 1); el modelo de sustitución nucleotídica utilizado fue GTR+I+G con 0,3350 como parámetro alfa de la distribución gamma, 0,44 como la proporción de sitios invariantes, las frecuencias nucleotídicas fueron T=0,2053, C=0,2327, A=0,2420 y G=0.3.
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  La reconstrucción filogenética, identificó al aislado CrMFC1 como Exiguobacterium acetylicum; al aislado CrMFC2 como Acinetobacter bereziniae; a los aislados CrMFC3 y CrMFC5 como Aeromonas jandaei y Aeromonas hydrophila respetivamente; el aislado CrMFC4 aparece relacionado con secuencias de Serratia marcescens (Fig. 1).


  Caracterización electroquímica


  La actividad electrogénica de cada aislado fue evaluada en MFC durante 16 días (Fig. 2); todos los aislados mostraron actividad electrogénica. El mayor valor de densidad de potencia fue de 18,61 mW/m2, registrado por la cepa de A. bereziniae CrMFC2; seguido en eficiencia por las cepas de E. acetylicum CrMFC1 y A. hydrophila CrMFC5, las cuales mostraron valores de densidad de potencia máximos de 6,9 mW/m2 y 7,1 mW/m2 respectivamente; los valores de densidad de potencia más bajos se observaron en las cepas de A. jandaei CrMFC3 y S. marcescens CrMFC4 mostrando valores de densidad de potencia máxima en el día 16 de 4,6 mW/m2 y 3,07 mW/m2 respectivamente.
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  Bioensayos de reducción de cromo


  Los resultados de remoción de Cr (VI) para cada uno de los microorganismos evaluados se muestran en la figura 3. De los cinco microorganismos evaluados, la cepa de A. hydrophila CrMFC5 y E. acetylicum CrMFC1 mostraron las mejores tasas de reducción al ser capaces de reducir el 100 % del Cr (VI) en menos de 24 horas, destacándose la cepa de A. hydrophila CrMFC5 la cual redujo el 100 % de Cr (VI) en diez horas; seguido en eficiencia por las cepas de S. marcescens CrMFC4, A. jandaei CrMFC3 y A. bereziniae CrMFC2 que redujeron el 100 % de Cr (VI) al cabo de 28 a 30 horas. Todas las cepas evaluadas se mostraron promisorias en la reducción de cromo hexavalente.


  DISCUSIÓN


  En este trabajo se describen cinco aislados microbianos electrogénicos con la capacidad de reducir Cr (VI), promisorios para la implementación en sistemas electrogénicos mixtos que acoplen la biorremediación de aguas contaminadas con Cr (VI).


  El género Exiguobacterium morfológicamente se caracteriza por presentar colonias pigmentadas con tonalidades naranja a amarillo; todos los representantes del género son catalasa negativos, producen ácido a partir de la sacarosa y son incapaces de utilizar como fuente de carbono el adanitol, inositol y sorbitol (Vos et al., 2009); características morfológicas y bioquímicas (Tabla 1 y 2) que concuerdan con lo observado en el aislado CrMFC1, datos que respaldan el resultado obtenido mediante la inferencia filogenética (Fig. 1).


  El aislado CrMFC1 se encuentra agrupado en el mismo clado que E. acetylicumy E. indicum; no obstante, el aislado CrMFC1 se muestra más relacionado con organismos de la especie de E. acetylicum. Los resultados de la prueba bioquímica (Tabla 2) contrastados con referentes bibliográficos, indican que para las pruebas de galactosa, malonato, manitol, manosa, melobiosa, sorbitol, ramnosa, glicina, lisina y arginina concuerdan con los resultados reportados para E. acetylicum; a la vez que difieren de los resultados que se reportan para E. indicum (Chaturvedi y Shivaji, 2006; Vos et al., 2009; Zhu et al., 2013).


  El género Aeromonas se caracteriza por ser cocobacilos a bacilos Gram negativos, son anaerobios facultativos, generalmente oxidasa y catalasa positivos; los resultados de la pruebas bioquímicas reportados para este género (adonitol, galactosa, inositol, malonato, manitol, manosa, melobiosa, sacarosa, sorbitol, ramnosa, esculina, urea, lisina y arginina) concuerdan con los resultados reportados tanto para el aislado CrMFC 3 identificado como A. jandaei y el aislado CrMFC5 identificado como A.hydrophila (Brenner et al., 2005). Datos que confirman la clasificación obtenida mediante la inferencia filogenética (Fig. 1).


  En el caso del aislado CrMFC3 se reporta una incoherencia según lo reportado por Brenner et al. (2005) en la prueba de citrato; no obstante, Abbott et al. (2003) indican que las características bioquímicas del género Aeromonas pueden presentar variaciones entre individuos de la misma especie, siendo el citrato uno de los parámetro variables.


  Los organismos del género Acinetobacter son Gram negativos; las células comúnmente se organizan en pares; son oxidasa negativos y catalasa positivos (Brenner et al., 2005); los resultados de la prueba para la hidrólisis de esculina; utilización de urea, malonato, arginina y lisina concuerdan con los resultados reportados para el aislado CrMFC2 identificado como A. bereziniae (Nemec et al., 2010). Los resultados de las pruebas bioquímicas para el aislado de CrMFC4 concuerdan con lo reportado para la especie de S. marcescens (Brenner et al., 2005).


  El análisis de inferencia filogenética a partir del gen del ARNr 16S, la cual esta soportada por valores de bootstrap que superan el 90 % en todos los casos (Fig. 1), las características morfológicas de los aislados y los datos bioquímicos permitieron clasificar con alto grado de confiabilidad al aislado CrMFC1 como Exiguobacterium acetylicum; al aislado CrMFC2 como Acinetobacter bereziniae; a los aislados CrMFC3 y CrMFC5 como Aeromonas jandaei y Aeromonas hydrophila respetivamente y al aislado CrMFC4 como Serratia marcescens.


  Los valores de densidad de potencia registrados en la figura 2 se muestran bajos en comparación con otros autores (Liu et al., 2004; Kiely et al., 2011; Logan y Rabaey, 2012; Chabert et al., 2015); no obstante, los bajos valores registrados son producto de los materiales utilizados en la construcción de los electrodos y la poca área superficial disponible para la formación de biopelícula; los resultados obtenidos permiten inferir que las cinco cepas aisladas son microorganismos electrogénicos con un potencial más elevado del mostrado en el presente trabajo.


  En la figura 2 se observa el comportamiento electrogénico de los aislados microbianos; todos los microorganismos mostraron actividad electrogénica, destacándose la cepa de A. bereziniae CrMFC2 al generar una densidad de potencia máxima de 18,61 mW/m2, valor que corresponde entre 2,6 a seis veces más que los de los demás aislados bacterianos. El género Acinetobacter es raramente conocido por su capacidad electrogénica; individuos de este género han sido detectados en electrodos de MFC mediante técnicas moleculares (Guo et al., 2016; Miran et al., 2016). Se reporta la capacidad electrogénica de un individuo del género Acinetobacter, considerando a la cepa de A. bereziniae CrMFC2 como un microorganismo con alta capacidad electrogénica y promisoria para ser usada en MFC con un potencial aun por explorar.


  La actividad electrogénica del género Exiguobacterium es poco conocida; se tienen reportes de la presencia de estos microorganismos en biopelículas anódicas de MFC detectados por medio de DGGE (Rezaei et al., 2009; Ozkaya et al., 2012). La densidad de potencia generada en la MFC (Fig. 2) por la cepa E.acetylicum CrMFC1, indicaría que existen representantes del género Exiguobacterium con capacidades electrogénicas. La actividad electrogénica de los géneros de Aeromonas y Serratia han sido reportados por otros autores, quienes los consideran microorganismos eficientes en la producción de energía (Pham et al., 2003; Saranya et al., 2014).


  Representantes del género Exiguobacterium se han encontrado en reactores anaerobios contaminados con metales pesados (Sahinkaya et al. 2013); Durai et al. (2011) y Sarangi y Krishnan (2008) reportan a representantes del género Exiguobacterium, con la capacidad de tolerar altas concentraciones de Cr (VI) al aislar microorganismos en tanques de agua residual de curtiembres y en suelos altamente contaminados; por otro lado, se ha demostrado que representantes del género Exiguobacterium pueden reducir altas concentraciones de Cr (VI) de manera eficiente (Okeke, 2008; Sarangi y Krishnan, 2008), datos que apoyarían la capacidad de reducir Cr (VI) mostrada por la cepa E.acetylicum CrMFC1 (Fig. 3).


  [image: ]


  Srivastava y Thakur (2007) y Pei et al. (2009) reportaron microorganismos del género Acinetobacter con la capacidad de tolerar 100 mg/L de Cr (VI). Srivastava y Thakur (2007) consideran al género Acinetobacter promisorio para la reducción de cromo en efluentes industriales (curtiembres) al reportar un 75 % de remoción del contaminante en tres días; por otro lado, Tripathi y Garg (2013) reportan una capacidad de reducir cromo en agua residual industrial del 89 % en siete días partiendo de un bioensayo a 500 mg/L. La cepa A. bereziniae CrMFC2 no mostró las mejores tasas de remoción de cromo (Fig. 3), aun así no se descarta su potencial en tratamientos de aguas residual contaminada con Cr (VI); esta cepa sería promisoria al utilizarse en dispositivos mixtos, que puedan verse favorecidos por la elevada densidad de potencia generada por este microorganismo con el doble beneficio de reducción de cromo.


  Se ha demostrado la capacidad de reducir Cr (VI) de manera eficiente en representantes del género Serratia (Mondaca et al., 2002); además de mostrase promisorios al poseer mecanismos de tolerancia a cromo; Zhang y Li (2011) reportan que su aislado bacteriano, perteneciente al género Serratia tiene la capacidad de tolerar 1.500 mg/L Cr (VI).


  El potencial de reducción de Cr (VI) en organismos del género Aeromonas es poco conocido. Existen pocos reportes en donde se asocia a individuos de este género con la capacidad de tolerar metales (Ni, Cu, Zn, Cd y Cr) así como su capacidad para reducir Cr (VI) de forma eficiente (Alam y Ahmad, 2011). Se reporta la capacidad de reducir cromo en las cepas de A. jandaei CrMFC3 y A. hydrophila CrMFC5 al ser capases de reducir el 100 % de una solución de Cr (VI) a 10 mg/L al cabo de 30 y diez horas respetivamente (Fig. 2).


  La Resolución 0631 de mayo 17 de 2015 del Ministerio de Ambiente Colombiano, reglamenta los valores límites máximos permisibles en vertimientos en cuerpos de agua; la norma indica que para el caso puntual de cromo se permite un vertimiento máximo de 0,5 mg/L tanto para aguas domésticas como industriales; los microorganismos presentados en este estudio demostraron tener la capacidad de reducir valores superiores a los permitidos por la norma, con el potencial de reducir el Cr (VI) en su totalidad.


  Microorganismos electrogénicos con la capacidad de reducir Cr (VI) permiten la construcción de MFC con la capacidad de recuperar parte de la energía en forma de electricidad además de reducir Cr (VI) (Tandukar et al., 2009, Xafenias et al., 2014). Biopelículas asociadas a los electrodos de las MFC actúan como catalizadores en la producción de energía y en la biodegradación de compuestos (Huang et al., 2011). La búsqueda de microorganismos eficientes, la capacidad de diseñar y manipular consorcios microbianos son aspectos clave, que permite mejoras en los procesos de biorremediación como sería el caso del Cr (VI) (Pinon-Castillo et al., 2010) y la obtención de agrupaciones microbianas las cuales sean más resistentes y eficientes al trabajar en ambientes contaminados (Brune y Bayer, 2012).


  CONCLUSIONES


  En la actualidad, la microbiología juega un papel clave en la búsqueda de soluciones y alternativas amigables con el medio ambiente. La búsqueda y estudio de microorganismos particulares con capacidades excepcionales, brinda la posibilidad de pensar en la construcción de sistemas de tratamiento integrales con múltiples beneficios. Los microorganismos aislados en el presente trabajo, son escasamente conocidos por su capacidad electrogénica y capacidad para reducir Cr (VI); no obstante, se presentan como microorganismos promisorios, abriendo la posibilidad de construir e implementar dispositivos electrogénicos que aprovechen la capacidad de reducción de Cr (VI), haciendo rentable y eficiente la tecnología de las MFC, no solo en la producción limpia de energía sino además en la biorremediación de fuentes de agua contaminadas con Cr (VI).
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  ABSTRACT


  The capacity to solubilize phosphate and to produce indole compounds Indole Acetic Acid type, was evaluated in 15 strains isolated from castor bean lignocellulosic residues (Ricinus communis). To determine the solubilizing activity of phosphates a qualitative test by using Pikovskaya culture medium was employed and for the evaluation of the production of indole compounds (IAA) a Salkowsky colorimetric analysis technique was applied. Among the microorganisms tested, the Bacillus pumilus GIBI 206 demonstrated capacity to solubilize phosphates and Bacillus subtilis GIBI 200 showed of capacity to solubilize phosphates and to produce Indoleacetic Acid (IAA). To determine the effect of the Bacillus subtilis strain on germination and growth promotion, tomato seeds (Solanum lycopersicum 'Santa Clara') were inoculated; the inoculation of the seeds along with the microorganism revealed statistically significant differences, during the germination stage compared to the control treatment. Nevertheless, it revealed a positive influence on the development of tomato plants, originating a significant increase on the mass and length of its stem and root. The results of this research offer the possibility of using the Bacillus subtilis as a growth promoter in tomato seedlings and in the formulation of bio-products.


  Keywords: biotechnology, indole, PGPB, seedlings, tomato.

  


  RESUMEN


  La capacidad para solubilizar fosfatos y producir compuestos indólicos del tipo Ácido Indol Acético, se evaluó en 15 cepas aisladas de residuos lignocelulósicos de higuerilla (Ricinus communis). Para determinar la actividad solubilizadora de fosfatos se realizó una prueba cualitativa utilizando medio de cultivo Pikovskaya y para evaluar la producción de compuestos indólicos (AIA) se empleó la técnica colorimétrica de Salkowsky. Entre los microorganismos evaluados, Bacillus pumilus GIBI 206 mostró tener la capacidad para solubilizar fosfatos y Bacillus subtilis GIBI 200 evidenció capacidad para solubilizar fosfatos y producir Ácido Indolacético (AIA). Para determinar el efecto de la cepa Bacillus subtilis sobre la germinación y promoción de crecimiento, se inoculó en semillas de tomate (Solanum lycopersicum cultivar Santa Clara); la inoculación de las semillas con el microorganismo no mostró diferencias estadísticamente significativas en el tiempo de germinación en comparación con el tratamiento control, sin embargo mostró influir positivamente en el desarrollo de las plantas de tomate generando un aumento significativo sobre la masa y longitud del tallo y de la raíz. Los resultados de esta investigación ofrecen la posibilidad de utilizar a Bacillus subtilis como promotora de crecimiento en plántulas de tomate y en la formulación de bioinsumos.


  Palabras clave: biotecnología, indoles, PGPB, plántulas, tomate.

  


  INTRODUCTION


  The indiscriminate use of chemicals in agriculture has a negative impact on the environment, originating the accumulation of toxic substances, which pollute the soil, the water, and water tables, causing a biodiversity loss (Camelo et al., 2011). One of the strategies currently used for the agricultural clean production is the use of plant growth promoting bacteria (PGPR, plant growth promoting rhizobacteria (Cubillos et al., 2009).


  The term PGPR was proposed to describe the bacteria that inhabit the plants rhizosphere and which have a positive effect on the crops (Kloepper and Schroth, 1993).


  Subsequently, Bashan and Holguín (1998) proposed a new classification for the PGPR, which includes all the beneficial bacteria considering their particular role, to the extent that the term is divided into PGPR (plant growth promoting bacteria) and biocontrol-PGPB (biocontrol-plant growth promoting bacteria).


  The PGPB can promote the plant growing through direct or indirect channels. The direct effects can be demonstrated in the absence of other microorganisms (that is, the plant only interacts with the microorganism under analysis), whereas the indirect mechanisms can be observed in the interaction between the microorganism of interest with a phytopathogenic, whereby the harmful effects on a plant are reduced (Acebo-Guerrero et al., 2015). The PGPB direct effects are: the phytohormone synthesis, the siderophores production, the mineral solubilization and the atmospheric nitrogen fixation (Estrada et al., 2013; Kaur and Reddy, 2014; Reis et al., 2015).


  The influence on the absorption of mineral elements due to the raise of ionic flow on the radicular surface associated with PGPB has been also observed (Whipps, 2001). The biocontrol mechanisms widely recognized, mediated by PGPB, are the competition for nutrients or space, the inhibitory chemical compounds synthesis as the siderophores, the antibiotics, lythic enzymes, and biosurfactants (Acebo-Guerrero et al., 2015), as well as the induction of systemic acquired resistance in plants (Hernández-Rodríguez et al., 2014; Chandler et al., 2015).


  A wide array of bacterial genre is considered within this classification: Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Azospirillum, Herbaspirillum, Enterobacter y Azotobacter, among others (Kennedy et al., 2004). Several researches have informed the genres Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Streptomyces, as part of the tomato rhizosphere microbial community, being the genre of Azospirillum, the most predominant. Additionally, the effect of its inoculation on growth, its nutritional condition and performance is highlighted (Solanum lycopersicum L) (Terry-Alfonso et al., 2005; Widnyana Ketut and Cokorda Javandira, 2016), similarly, various species of the genre Bacillus have been used to confirm its capacity to promote plant growing in tomato plants. In this regard, Gül et al. (2008), used two commercial strains of Bacillus amyloliquefaciens (FZB24 and FZB42) to determine their effect on tomato production in closed and open systems, regarding the presence of different quantity of nutrients. Myresiotis (2014) demonstrated that tomato plants inoculated with a combination of the B. subtilis GB03 and B. pumilus SE34 strains enhanced the absorption of nutrients and the supression of pathogens.


  In Colombia, 15 % of the horticultural area and 9.6 % of the fresh vegetables exported belong to tomato. In the year 2010, the area planted was of 16,227 ha, with a production of 546,322 t, and for the year 2013, the harvested area was of 16,704 ha, with a production of 683538 t, for a total average per year of 40.9 t/ha.(Arie et al., 2007; Morales et al., 2009; Ceballos et al., 2012). Considering Colombian diversity and its capacities of agricultural use, with emphasis in tomato crops, this study has the aim of determine the effect of native strains de Bacillus on the germination and the development of the diverse biometric parameters of tomato crops.


  MATERIALS AND METHODS


  Microbial cultures


  Fifteen native bacterial strains were used, these strains were previously isolated from the castor bean lignocellulose residues (Ricinus communis) and characterized through traditional and molecular techniques by Cabra-Cendales et al. (2015). These strains are deposited in the microrganisms bank at The Catholic University of Manizales (UCM) with the codes GIBI 187, GIBI 188, GIBI 189, GIBI 192, GIBI 193, GIBI 194, GIBI 195, GIBI 197, GIBI 199, GIBI 200, GIBI 201, GIBI 203, GIBI 204, GIBI 206, GIBI 208. The strain with code GIBI 200 was inoculated in tomato seeds Santa Clara in order to confirm its effect on it.


  Production of Indole compounds of Indole Acetic Acid (IAA) type


  For a quantitative determination of the Indole compounds production, the bacteria to be evaluated were inoculated in Trypticase Soy Agar (TSA) supplemented with DL-Tryptophan 0.1/L as inductor of auxins production (Tien et al., 1979). They were incubated at 30 oC and kept under constant agitation at 120 rpm during 96 h. Successively, they were centrifuged for 10 minutes at 5000 rpm and the agar cultures free from cells were added with the Salkowski reactive (Glickmann et al., 1995) in a 1:2. relation. The incubation process was done at an above room-ambient condition temperature and darkness for 30 minutes; afterwards the absorbance was read at 540 nm with a spectrophotometer type Pharo300 by Merck. In parallel, a pattern curve was done with synthetic (IAA) in concentrations of μg.mL-1 to 30 μg.mL-1. The experiment was repeated three times with five replicas per strain.


  Phosphate solubilizing


  The capacity of phosphate solubilizing was determined in the Pikovskaya culture medium supplemented with Ca3 (PO4)2 (MercK). The plates were incubated at 30 ºC for seven days (Mehta and Nautiyal, 2001). As a positive control the bacteria Pseudomonas fluorescens GIBI 136 was used.


  Bioassay of plant-microorganism interaction, peat and seeds inoculation


  To prepare the bacterial inoculum a plates of nutritive agar was taken from the growing bacterium colony and suspended in 5ml of Trypticase Soy broth at pH 7.0. It was kept in agitation at 120 rpm and at 30 °C for 48 to 72 h. Afterwards, the 5 ml of Trypticase Soy broth were moved with the growing microorganism at 45 ml of the same culture medium. Subsequently, it was taken at a volume of 500 ml, incubated at 30 °C at constant agitation until achieving a concentration of 108 cells/ml. The concentration was verified through spectrophotometry at a wavelength (λ) of 600 nm seeking for an absorbance between 0.9 and 1 equivalent to a concentration of 1x108 c/mL and by counting the colony-forming units UFC/mL through the total viable count. The microorganism feasibility and purity tests were made in triplicate in Trypticase Soy Agar plates.


  Commercial peat was used as substrate for planting seeds (Sphagnum), it sterilized was three times for one hour at 121 °C, afterwards, each kilogram was impregnated with 300 ml of the inoculum and incubated for 96 hours at 30 oC. Posterior to this, a count on the microorganism plate was done and a 7.9 x 108 UFC/g count was obtained.


  Experimental Conditions


  One hundred twenty (120) Solanum lycopersicum L. Santa Clara commercial seeds were disinfected in a sodium hypochlorite solution at 5 % for a minute, in ethanol at 70 % for a minute and after that, successive washes with sterile distilled water. Sixty seeds were inoculated with the microorganism solution in Trypticase Soy broth, with a concentration of 108 cells/ml. They were agitated for an hour at 120 rpm. As negative control sixty treated seeds with sterile distilled water were used (Reyes et al., 2008).


  The seeds were planted at random in germination trays containing commercial peat coming from Canadian peatlands (Sphagnum), assigning a well to each of them randomly. Twelve grooves with ten seeds each distributed in six grooves with seeds and microorganism-inoculated peat and six grooves of negative control (peat seeds treated with Trypticase Soy (TS) only were established. Germination trays were watered with 2 ml sterile distilled water for nine days, after which the maximum of germination in treatments was obtained.


  The seedlings obtained were left planted up to the age of 37 days where two real leaves had developed. Posterior to this, fifteen plants for treatment were selected at random and the following growing parameters were determined: longest root length, stem length, leaves and root moist and dry mass of matter, according to the Camargo and Ávila (2014) method.


  Biometric Analysis


  The design was completely randomized using as response variable the production of IAA and as a controlled factor the type of microorganism and the Duncan multiple range test was applied for multiple comparisons between treatments using SPSS version 19.0. The germination results were compared with respect to the control group (uninoculated seeds) using the SPSS 18.0 program. Subsequently, the method of Principal Component Analysis (PCA) was used, using the R 2.15.1 program in order to track the effect of microorganisms in various biometric indicators of the plant.


  RESULTS


  100 % of the strains (15) have the ability to produce indole compounds IAA type. However, only 13.3 % (2) solubilized phosphates. All strains produce low levels of IAA in the range of 2.49 to 5.47 µg / ml (Figure. 1). Bacillus subtilis strain GIBI 200 obtained the highest production average of this metabolite (5.47 µg / ml), whereas the Bacillus sp. strain GIBI 208 showed the lowest production value of IAA (2.49 µg / ml).
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  As for the solubilization of phosphates, only Bacillus subtilis GIBI 200 and Bacillus pumilus GIBI 206 showed halos around the colony, which shows that these strains have the potential to solubilize inorganic phosphate (Fig. 2). Bacillus subtilis strain GIBI 200 was selected to continue this study for their ability to produce IAA and solubilize phosphates, mechanisms that may be involved in the plant growth-promoting activity.
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  Effect of Bacillus subtilis strain GIBI 200 on tomato crop


  The maximum germination of tomato seeds was obtained on day nine, for both inoculated and uninoculated seeds. The percentage of germination of inoculated seeds was 86.7 % (52 seeds) and of uninoculated was 80 % (48 seeds). No statistical significance between the inoculated tomato seeds and the control sample (p=0.401) was demonstrated. However, high mortality was observed in the control seedlings (51.6 %, 31), while in inoculated plants it was 6.6 % (four seedlings), indicating that the inoculation with the strain Bacillus subtilis GIBI 200 reduced substantially seedling mortality.


  The scattergram (Fig. 3) evidences a positive correlation between wet and dry root mass with a correlation coefficient of 0.9474. Similarly, it evidences a strong correlation between the wet and dry mass of the stem with a correlation coefficient of 0.8227. These high correlations indicate the presence of redundant information in the variables involved. Therefore, to improve the quality of the information reflected in the plane, this information (values of the wet mass of root and shoot) was deleted. Table. 1 shows the correlation matrix of the variables that remain in the study.
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  The correlation among the variables involved indicates that a principal component analysis is appropriate to group quantitative variables that demonstrate interdependence. Table 2 shows that the first component retains 52.5 % of the variability, while the second component retains only 25.8 %, so the first factorial plane explains about 78.3 % of the total variability of the data. Furthermore, it is detected that the first two components are the only ones having eigenvalues that exceed 1.0, indicating that the first factorial plane is the illustrative enough to explain the interdependence present in the data studied, without a significant loss of information.
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  The factorial plane (Fig. 4) shows that in general, vectors that identify the variables have high magnitude, indicating that all the variables studied are well represented and confirms that the analysis of other factorial planes is not needed. The first principal component accounts for the size of the plants whose growth is registered to the left, that is, larger plants are located in the second and third quadrant, while smaller are located to the right of plane. The second component is an indicator of the shape of plants, and contrasts mainly the variables wet mass of root and stem length. This first factorial plane shows a positive impact associated with inoculation of tomato plants with Bacillus subtilis GIBI 200 related to the increase in stem and root lengths, as well as fresh mass of root and stem; if you consider that plants labeled with numbers 1 to 15 correspond to plants inoculated with the microorganism, whereas plants registered with the numbers 16 to 30 served as a control group. This first factorial plane shows that plants with high biophysical measurements are located in the quadrants of the left of the plane, which are mostly inoculated plants with the bacteria. It also shows a 0.7 and 0.74 mm increase for inoculated plants with respect to uninoculated plants, on their average stem and root lengths respectively. Similarly, increases in the other variables studied were recorded, although the only statistically significant differences (p<0.05) are the length and stem wet weight (Table 3)
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  DISCUSSION


  Bacillus is one of the most studied genus due to the plant growth promoting capacity in crops of economic importance (Rojas et al., 2011; Hernández-Rodríguez et al, 2014; Myresiotis et al., 2014; Widnyana Ketut and Cokorda Javandira, 2016). These bacteria are not usually important producers of auxin, however, some strains with the capacity to produce between 16 and 55 µg/ml of IAA have been reported (Tsavkelova, 2006; Felici et al., 2008; Rojas et al., 2011). The genus Bacillus includes B.megaterium species and B. subtilis that can produce organic acids as primary mechanism of solubilization of phosphate, but may also act as phytases enzymes excreted into the culture medium (Fernandez et al., 2005).


  In this research, the studied strains produce between 2.49 and 5.47 µg/ml IAA. These values are similar to those previously reported by Luna Martínez et al. (2013), who typified four Bacillus strains with a range of concentration from 2.3 a 6.8 µg/ml, they achieved an increase in the germination and fresh mass of the tomato seedlings.


  Bacillus subtilis GIBI 200 strain showed an auxin production and phosphate solubilization capacity although the strain did not show a significant effect (p<0.05) on the tomato seeds germination. The results obtained do no correspond to those reported by Lagunas et al. (2001); Izzeddin and Medina (2011); Luna-Martínez et al. (2013), who showed that the inoculation of tomato seeds with the Bacillus strains increase the germination percentages in 5 or 6 %.


  The seed germination depends on the viability of the embryo and the breaking of dormancy generated by environmental conditions (Luna-Martínez et al., 2013). The PGPB can influence the latter case since the reduction in ethylene levels due to the ACC deaminase activity of bacteria in the seed increases germination, along with the production of IAA that stimulates cell division in order to promote the growth of the embryo (Glick et al., 2007; Jalili et al., 2009).


  With regard to growth, it was found that the strain Bacillus subtilis GIBI 200 has plant growth promoting effect on 37-day-old tomato seedlings, with significant increases (p≤ 0.05) in length and fresh weight of stem and root. The results coincide with those reported by other authors who demonstrated the positive effect of inoculation of tomato plants with strains of Bacillus (Lagunas et al., 2001; Luna Martinez et al, 2013.) And other bacterial genera such as Azospirillum (Terry-Alfonso et al., 2005), Pseudomonas (Gravel et al., 2007) and Rhizobium (Santillana et al., 2005). This behavior could be related to the production of metabolites of IAA type by the inoculated strain. The IAA induces plant growth by increasing cell division and differentiation of tissue, effects that are reflected in a higher content of biomass (Lagunas et al., 2001; Santillana et al., 2005). It has also been argued that the IAA absorbed by the seeds and roots of plants could stimulate the activity of the ACC synthase enzyme, which is involved in the synthesis of ethylene. Low ethylene concentrations promote the growth of root hairs of inoculated plants and the surface area of the root (Luna Martinez et al., 2013), which brings increase in water and nutrient intake by the plant, thereby increase in plant growth.


  CONCLUSIONS


  Bacillus subtilis GIBI 200 promotes the growth of tomato. The major effects of inoculation of the strain were observed in the increase of length and fresh weight of stem and root in young plants. This could be related to the production of indole compounds of IAA type and solubilization of phosphate by the strain; however, other mechanisms could be influencing the beneficial effects obtained in vivo, although other experiments should be developed to demonstrate this hypothesis. The results indicate the agro-biological capabilities of Bacillus subtilis GIBI 200 and its potential use as a microbial inoculant on tomato crop.
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  RESUMEN


  Los pequeños ríos de los Andes tropicales se han estudiado escasamente y poco se conoce sobre la composición, diversidad y estructura de sus comunidades de macrófitas. En esta investigación se estudiaron las comunidades de plantas acuáticas de 18 pequeños ríos andinos pertenecientes a las cuencas de los ríos La Vieja (Quindío) y Otún (Risaralda) en la ecorregión cafetera colombiana, una de las más afectadas por actividades antrópicas en el país. Se buscó evaluar el efecto del uso del suelo sobre la estructura de las comunidades de macrófitas. Para ello se seleccionaron ríos que nacen y discurren exclusivamente en cada uno de los usos del suelo dominantes en cada cuenca. El muestreo se realizó en dos épocas climáticas distintas del año 2006. La vegetación acuática encontrada en las dos cuencas (54 especies, pertenecientes a 25 familias) presentó riqueza y abundancia menores que las reportadas en otros sistemas acuáticos tropicales y estuvo dominada por especies con alta capacidad de adaptación a ambientes cambiantes o alterados. Se encontró que variables ambientales de los ríos asociadas con el tipo de uso del suelo, como la temperatura, la conductividad y el tipo de sustrato, fueron las que principalmente explicaron la estructura de las comunidades de macrófitas. Los ríos de zonas ganaderas, con dominancia de sustrato fino y valores más altos de temperatura y conductividad, presentaron mayor riqueza y abundancia de especies que los ríos de zonas con uso forestal, caracterizados por una alta cobertura arbórea del cauce, menor temperatura, baja concentración de nutrientes y predominancia de sustrato rocoso.


  Palabras clave: Colombia, plantas acuáticas, ríos de montaña, ríos tropicales, usos del suelo.

  


  ABSTRACT


  Small streams of tropical Andes have been poorly studied. Therefore, there is little information about the structure, dynamics and function of their macrophyte communities. In this research, aquatic plant communities of 18 Andean streams of La Vieja (Quindío) and Otún (Risaralda) river basins were studied; those are some of the basins most affected by anthropic activities in the country. Streams were selected according to their association with the main land's uses of the region in both basins. The aim of the study was to evaluate the effect of land use on the structure of macrophyte communities. Streams running exclusively through each land use were selected. Sampling was done in two different climatic seasons in 2006. Vegetation found (54 species belonging to 25 families) was dominated by species with high capability of adaptation to changing and disturbed environments. Richness and abundance of macrophytes were lower than those reported in other tropical aquatic systems. Variables associated with land use, such as temperature, conductivity and type of substrate of the streams mainly explained the structure of the macrophyte communities: streams running on meat-cattle areas -with higher temperatures, conductivity and dominance of sandy-slimy substrates- had higher macrophyte species richness and abundance than streams of protected-forest areas, with higher coverage of riparian vegetation, lower temperatures and conductivity and rocky substrates.
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  INTRODUCCIÓN


  Las comunidades de macrófitas son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas acuáticos (Engelhardt y Ritchie, 2001); no sólo contribuyen a su productividad, sino que, dada su gran plasticidad fenotípica y su alta capacidad de adaptación, pueden colonizar un amplio rango de ambientes, con lo cual incrementan la heterogeneidad espacial de los cuerpos de agua (Mormul et al., 2013). Los hábitats colonizados por macrófitas acuáticas normalmente representan las zonas más diversas, productivas y heterogéneas de los ecosistemas acuáticos (Ali et al., 2007; Chambers et al., 2008) y su presencia contribuye al establecimiento de comunidades de algas, invertebrados y peces, e incluso de especies terrestres de mamíferos y anfibios (Rivera-Rondón et al., 2008; Ferreiro et al., 2013; Carniatto et al., 2014; Gutiérrez y Mayora, 2015). Su rizosfera y lacunae son fundamentales también en el transporte y ciclaje de nutrientes y gases en el agua (Brix, 1993).


  Aunque en el Neotrópico se han hecho inventarios detallados de flora acuática (Ferreira et al., 2001; Terneus, 2007; Posada y López, 2011; Ramos et al., 2012; Mormul et al., 2013) y trabajos sobre la ecología de algunas especies (Mitchell y Thomas, 1972) y trabajos sobre la estructura y dinámica de comunidades de macrófitas (Padial et al., 2008; Padial et al., 2009; Souza et al., 2011), el estudio de estas comunidades es todavía escaso en el neotrópico.


  En Colombia se destacan los estudios pioneros de Schmidt-Mumm (1988a) y Schmidt-Mumm (1988b), y sus estudios posteriores (Schmidt-Mumm, 2002; Schmidt-Mumm, 2012), así como otros más recientes que se han realizado en sabanas, ciénagas, lagos altoandinos y lagunas de diferentes regiones (Rivera-Rondón et al., 2008; Posada y López, 2011; Ramos-Montaño et al., 2013; Rial, 2013; Fernández et al., 2015; Pérez-Vásquez et al., 2015). Sin embargo, la mayoría de estas investigaciones se han centrado principalmente en cuerpos de agua lénticos. El conocimiento de la diversidad, dinámica y ecología de las comunidades de macrófitas en cuerpos lóticos es todavía incipiente. Con el presente estudio se pretende contribuir al conocimiento de la comunidad de macrófitas en cuerpos lóticos colombianos.


  Dentro de la gran diversidad de ambientes lóticos de Colombia en los que se debe abordar el estudio de macrófitas, los ríos de la región andina colombiana, por ser físicamente muy heterogéneos y estar sometidos a una gran variedad de factores tensionantes y de usos del suelo, constituyen un escenario interesante para analizar la diversidad de esta comunidad y su respuesta a diferentes condiciones ambientales. Para abordar este trabajo se planteó entonces la pregunta: ¿el tipo de uso del suelo de la cuenca afecta la estructura (composición y diversidad) de las comunidades de macrófitas de pequeños ríos andinos?. Dado que las características físicas y químicas del agua afectan a las plantas acuáticas, se plantea la hipótesis de que los distintos tipos de uso del suelo promoverán el desarrollo de comunidades con estructuras distintas. Se planteó como objetivo general describir la comunidad de macrófitas y su relación con las variables ambientales en 18 ríos de la zona cafetera colombiana. Como objetivos específicos se definieron los siguientes: a) Determinar las características químicas y fisionómicas de los ríos en los que se encuentran, b) Describir la composición, abundancia y riqueza de las comunidades de macrófitas en los ríos seleccionados, c) Relacionar estas características con la presencia de macrófitas y d) Identificar posibles relaciones entre las macrófitas encontradas en los ríos y los sistemas productivos asociados a ellos.


  MATERIALES Y MÉTODOS


  Sitio de estudio


  Se estudiaron 18 ríos de la zona andina de Colombia, en las cuencas de los ríos Otún y La Vieja (Fig. 1). La primera se ubica entre los municipios de Ulloa y Alcalá, departamento del Valle del Cauca, y la segunda, entre los municipios de Quimbaya y Circasia, departamento del Quindío.
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  La cuenca del río La Vieja se caracteriza por una alta actividad antrópica con predominancia de la actividad ganadera. La zona estudiada de la cuenca del río Otún está a una mayor altitud y el uso del suelo asociado a los ríos estudiados allí es mayoritariamente de plantaciones forestales, con algunas fincas dedicadas a cultivos de plantas aromáticas.


  Para adelantar el estudio se seleccionaron los tres usos del suelo dominantes en cada cuenca y en cada uno de ellos se seleccionaron tres ríos que nacen y discurren exclusivamente sobre ese tipo de uso del suelo. Los patrones de precipitación en las cuencas presentan una distribución típica bimodal de lluvias, con un primer periodo del primero de abril a mayo y el segundo de octubre a noviembre. De acuerdo con esto, en cada uno de los ríos asociados a cada tipo de uso del suelo se realizó un muestreo en el inicio de la estación seca (julio de 2006) y otro durante la estación de lluvias (noviembre de 2006). El diseño de muestreo fue: dos cuencas · tres tipos de uso del suelo · tres ríos · dos periodos de muestreo (Apéndice 1).


  En la cuenca del río La Vieja se estudiaron los siguientes usos del suelo: 1) Ganadería semiextensiva con potreros y pastos mejorados para carne (Ganadería de Carne, GC). Este sistema, el predominante en la región, se ubica a bajas altitudes, no presenta cobertura arbórea sobre el cauce y en él los pastos de forraje suelen invadir el cauce de los ríos. 2) Ganadería semiextensiva para producción de leche (Ganadería de Leche, GL). Está conformado por fincas con pastos mejorados y riberas protegidas con vegetación. 3) Cultivos con predominio de café (Coffea arabiga). En la Cuenca del río Otún los usos del suelo estudiados fueron: 1) Cultivos Mixtos con predominio de cebolla (Allium sp.), aromáticas (Ocimum basilicum y otros) y frutales (Musa paradisiaca y otros). 2) Reserva Forestal (RF), constituida por áreas protegidas con bosques muy húmedos secundarios o primarios. 3) Plantación Forestal (PF), representado por plantaciones de Cupressus sp., Pinus sp. y Eucalyptus sp.


  Variables ambientales


  En cada uno de los ríos seleccionados se eligió aleatoriamente un tramo de 100 a 500 m de longitud para realizar los muestreos de la calidad del agua y de la vegetación acuática y se midieron in situ pH, conductividad (sonda OAKTON), temperatura y oxígeno disuelto (YSI 52). En cada uno de los muestreos se tomó una única muestra de agua superficial para realizar los siguientes análisis de laboratorio (métodos entre paréntesis): alcalinidad (titulométrico H2SO4), DBO (incubación cinco días, electrométrico), turbiedad (nefelométrico), silicatos (colorimétrico–molibdosilicato), fósforo total (PT, colorimétrico – cloruro estañoso), fósforo reactivo soluble (PRS, colorimétrico – cloruro estañoso), nitrógeno total (NT, titulométrico H2SO4), nitrógeno amoniacal (NH4+, colorimétrco - Nesslerización), nitratos (NO3-, colorimétrico), nitritos (NO2-, colorimétrico - NEDA), sólidos suspendidos totales (SS, titulométrico DPD-FAS), sólidos totales (ST, Gravimétrico -105°C), color (comparación visual con patrón) y coliformes totales (UFC). Estas variables se realizaron en el laboratorio Analquim LTDA, en Bogotá, siguiendo métodos normalizados (APHA et al., 2006).


  Para caracterizar cada uno de los ríos, el tramo seleccionado fue dividido en seis secciones y en cada una de ellas se tomaron datos morfométricos e hidrológicos. En cada sección se midió el ancho del cauce y en transectos perpendiculares al eje del río se midió la profundidad del agua y la velocidad de la corriente cada 0,25 m (Corrientómetro Global Water). A partir del promedio de las seis secciones se calculó el caudal de cada río. En cada una de las secciones también se determinó el porcentaje de cobertura arbórea sobre el cauce (0 % ausente, 0-25 % escasa, 25-50 % parcial, 50-100 % completa) y el tipo de sustrato: fino (limo y arenoso), rocoso y mixto (sedimento fino, grava particulada y roca). La medición de estas características las realizó el mismo observador, mediante percepción visual y usando formatos que permitían seguir los mismos criterios en todos los ríos.


  Comunidad de macrófitas


  El concepto de macrófita adoptado en este trabajo es el de Velásquez (1994), quien define a las macrófitas como todas las plantas herbáceas que crecen y se desarrollan en suelos saturados o cubiertos por agua, y que tienen la capacidad para permanecer y tolerar un largo periodo en contacto con el agua (al menos su sistema radicular). Briófitos, pteridófitos y equisetales se excluyeron de este estudio.


  En cada uno de los ríos seleccionados se estudiaron las macrófitas emergentes, sumergidas y flotantes. Para la cuantificación de la abundancia de macrófitas en lugares con baja densidad se empleó el método de "Punto Transecto" (Kent y Coker, 1992). En cada periodo de muestreo se realizaron en cada río tres transectos lineales de 10 m marcados cada 20 cm (51 puntos por transecto). En cada punto se determinó la presencia de las especies y su frecuencia. Este valor con respecto al total de puntos totales muestreados se usó como un estimativo de la abundancia relativa. En los ríos con alta densidad de macrófitas se utilizó el método de cuadrante (Kent y Coker, 1992), que consistió en trazar un transecto en banda de 10 m x 50 cm y utilizar a lo largo de todo el transecto un cuadrante de 50 cm x 50 cm, subdividido en 25 cuadrantes de 10 cm x 10 cm. Se registró la abundancia de cada especie (número de veces que se encuentra la especie dentro de cada cuadrante) y a partir de esta abundancia y del total de cuadrículas se calculó la frecuencia de cada especie con respecto al área muestreada. Al igual que con los transectos, la frecuencia de cada especie con respecto al total de cuadrantes se usó como un estimativo de la abundancia relativa.


  En campo se describieron las características morfológicas de cada especie y de su hábitat y se colectaron especímenes botánicos. Para la identificación se siguieron las claves taxonómicas de Cook (1996), Davidse et al. (1996), Gentry (1996), Schmidt-Mumm (1998a), Schmidt-Mumm (1998b), Velásquez (1994), Vélez et al. (1998). Steyermark et al. (2001) y Smith et al. (2004).


  Análisis estadísticos


  Las relaciones entre las variables ambientales cuantificadas en los ríos se exploraron mediante un análisis de componentes principales (ACP). Con excepción del pH, en el ACP todas las variables se transformaron usando Loge(x+1).


  Se utilizó análisis de varianza de una vía con el objeto de evaluar si la abundancia y riqueza de especies de macrófitas eran significativamente diferentes entre cuencas, periodos, tipos de sustratos y sistemas productivos.


  Los patrones en la distribución de las macrófitas se estudiaron mediante un Análisis de Correspondencia Segmentado (ACS). La relación entre especies y variables ambientales se estudió con un Análisis de Correspondencia Canónica (ACC). Estos análisis se realizaron siguiendo las recomendaciones de Lepš y Šmilauer (2003) para lo cual se utilizaron todas las especies encontradas en el estudio y se usó una transformación Loge(x+1) de las abundancias relativas. Para seleccionar la variables estadísticamente relacionadas con las especies en el ACC, se incluyó una a una cada variable probando su significancia mediante un test de Monte-Carlo (999 permutaciones, α= 0,05). En el análisis se incluyeron sólo las variables ambientales que presentaron una coeficiente de correlación <10 % (Ter-Braak y Šmilauer, 1998).


  RESULTADOS


  Descripción de la variabilidad física y química de los ríos estudiados


  Las dos cuencas estudiadas presentaron entre sí una alta variabilidad en las características hidrológicas y químicas de sus ríos. El caudal, aunque fue bajo en los ríos de ambas cuencas, varió entre 0,001-0,8 m3/s, con valores más altos en los ríos que transcurren sobre zonas de plantación forestal y ganadería. La temperatura del agua fue en promedio tres grados más alta en los ríos de la cuenca de La Vieja. El pH fue el único parámetro con escasa variabilidad: presentó valores circumneutrales o débilmente básicos, con tendencia a la acidez durante el periodo de lluvias. Los ríos de las dos cuencas presentaron alcalinidades bajas durante los dos periodos estudiados (<70 mg CaCO3/l).


  Los ríos de la cuenca del río La Vieja fueron muy variables en el ancho de su cauce (0,26-4,16 m) y poco profundos (0,45-0,96 m), con caudales que variaron entre 0,01 y 0,85 m3/s y temperaturas del agua entre 19,0 y 26,9 °C. El sustrato fino fue el dominante en estos ríos y en general el cauce presentó una baja cobertura de vegetación arbórea. Los ríos de la cuenca del río Otún fueron menos anchos (0,83-3,15 m), más someros (0,07-0,26 m), y menos caudalosos (0,001-0,55 m3/s) que los ríos de La Vieja. El sustrato de los ríos del Otún fue predominantemente rocoso o mixto, las temperaturas del agua fueron más bajas (16,2-18,5 °C) y se presentó una alta cobertura de vegetación arbórea sobre el cauce.


  Los ríos asociados a usos del suelo ganadero y a agricultura presentaron en promedio mayor turbidez, conductividad, alcalinidad, sólidos totales, NO3-, PO43-, PT y menor concentración de oxígeno. Los ríos ubicados en zonas de uso ganadero y forestal tendieron a valores más altos de color, oxígeno y NH4+. Entre los nutrientes, el NO3- presentó una alta variabilidad regional, con valores entre 0,05 y 10,56 mg/l N. Los resultados de las mediciones fisicoquímicas, microbiológicas, morfométricas e hidrológicas se presentan en el Apéndice 2.


  El ACP muestra que el 52,5 % de la variabilidad de los datos fue explicada por los dos primeros ejes del modelo (Fig. 2). El primer eje de variabilidad de los ríos estuvo relacionado con la altitud, la temperatura, la conductividad, los ST y la cobertura de vegetación arbórea sobre el cauce del río. El segundo eje se relacionó con los nutrientes y la hidrología. El primer eje discriminó los ríos de acuerdo con su cuenca, el tipo de sustrato y el sistema productivo, mientras que el segundo eje los separó principalmente en función del periodo de muestreo.
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  Composición, abundancia y diversidad de las comunidades de macrófitas


  En la Tabla 1 se listan las especies y familias encontradas en los 18 sitios de muestreo y se discrimina su distribución por sistema productivo. Se presentan también los datos de abundancia y frecuencia relativas para cada especie. Se encontró un total de 54 especies pertenecientes a 25 familias. De las 54 especies encontradas, 40 fueron identificadas hasta especie y 14 hasta género. Las familias más representadas fueron, en su orden: Poaceae (11 especies), Asteraceae (7 especies), Cyperaceae (6 especies) y Acanthaceae (3 especies). La vegetación vascular presente en los ríos andinos muestreados es emergente, excepto por Eleocharis minima (Kunth) macrófita semisumergida encontrada en la finca El Descanso, en la cuenca del río La Vieja.
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  La riqueza de macrófitas presentó un promedio de 7,6 especies por río, oscilando entre 3 y 13 especies (Fig. 3). Aunque se presentó una alta variabilidad entre los ríos de cada cuenca, los sistemas de la cuenca del río La Vieja presentaron una mayor riqueza (F(1,27)=19,7, p<0,001), con un promedio de cuatro especies más que los ríos de la cuenca del Otún. La riqueza fue semejante en los dos periodos muestreados (F(1,27)=1,14, p=0,29), aunque se observó una ligera tendencia a valores más altos durante el periodo de lluvias (Fig. 3). El análisis del número de especies según el tipo de sustrato dominante en el lecho del río mostró una tendencia significativamente mayor en el sustrato fino (F(2,26)=5,7, p=0,009). En los ríos con sustratos mixtos y dominados por roca la riqueza fue semejante. Al comparar la riqueza por tipos de sistema productivo se encontró que los ríos afectados por ganadería presentaron mayor número de especies, y los ríos de los sistemas forestales, los valores más bajos (F(2,26)=8,6, p=0,001). La abundancia relativa de las macrófitas fue muy variable: presentó un promedio de 28 % y un rango entre 2 y 55 % (Fig. 4). La cuenca de La Vieja presentó una mayor variación y una abundancia significativamente más alta (F(1,27)=6,75, p=0,015). Los dos periodos estudiados no mostraron diferencias en la abundancia (F(1,27)=0,29, p=0,59). Los ríos de sustrato fino presentaron una tendencia a valores más altos y mayor variabilidad de la abundancia de macrófitas (F(1,27)=3,14, p=0,06). Entre las especies exclusivas de estos ríos se encontraron Cissus sicyoides (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, Cyperus luzulae (L.) Rottb. ex Retz, Echinochloa cf. colona (L.) Link, Eleocharis elegans (Kunth.) Roem. & Schult, Eleocharis minima (Kunth.), Erechtites hieracifolia (L.) Raf., Hydrocotyle ranunculoides L., Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze, Nertera granadensis (Mutis ex L. f.) Druce, Oplismenus burmannii (Retz.) P. Beauv., Piper peltatum (L.), Polygonum hydropiperoides (Michx.), Scoparia dulcis (L.) y Stellaria ovata (Willd. ex Schltdl.). Algunas de las especies exclusivas de sustratos rocosos fueron Axonopus scoparius (Flüggé) Kuhlm., Cyclanthera palicourea (C.M.Taylor.), Cynodon nlemfuensis (Vanderyst.), Eleusine indica (L.) Gaertn., Gunnera sp., Pilea imparifolia (Wedd.), Pilea jamesoniana (Wedd.), Polygonum nepalense (Meisn.), Rhynchospora ruiziana (Boeckeler.), Sagittaria guayanensis (Kunth.) y Salvia scutellarioides (Kunth.).
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  Los sistemas productivos de ganadería presentaron valores significativamente más altos en la abundancia de macrófitas (F(2,26)=21,2, p<0,001). Los ríos de los sistemas de ganadería mostraron un promedio de abundancia relativa de 48,9 % mientras que los sistemas de cultivos y forestales presentaron un promedio de 23,9 % y 18,5 %, respectivamente.


  Ordenación de las comunidades de macrófitas y relación con las variables ambientales


  El ACS explicó en dos ejes un 18,9 % de la variabilidad de los especies (Fig. 5). El primer eje mostró una discriminación de los ríos de las dos cuencas y una gran diferencia de la comunidad de macrófitas del río La Aurora, en donde Pilea imparifolia y Altamisa sp. fueron las especies dominantes. El eje también mostró una ligera discriminación de los ríos en función de la estacionalidad, con una abundancia ligeramente más alta de especies como Eleocharis elegans, Eleocharis minima, Pennisetum clandestinum (Hochst. ex Chiov.) y Cyperus odoratus (L.) durante el periodo de sequía. El segundo eje del modelo discrimina las cuencas, el sistema productivo y, parcialmente el sustrato de los ríos. El análisis sugiere una mayor similitud en las comunidades de las muestras de los ríos de los usos de suelo Ganadero y Cultivos, mientras que las comunidades de los ríos del uso forestal presentaron grandes diferencias entre sí. Al igual que la variabilidad física y química de los ríos, las especies también mostraron una relación entre los ríos de la Cuenca de la Vieja y el sustrato fino.
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  El ACC explicó en dos ejes un bajo porcentaje de la variabilidad de las especies de macrófitas (8,9 %). No obstante, dos variables explicaron significativamente la variabilidad de la distribución de las especies (Fig. 6) la temperatura se relacionó con el primer eje de variación, mientras que la conductividad explicó principalmente el segundo eje del modelo. La combinación de los dos ejes mostró una discriminación de los ríos en función de la cuenca, el tipo de sustrato y el sistema productivo. La discriminación de las dos cuencas puede sugerir un efecto de la altitud sobre los patrones observados, al estar la temperatura correlacionada con la altitud. Las especies asociadas a valores más bajos de temperatura, conductividad y al uso forestal fueron Altamisa sp., Oplismenus sp., Sagittaria guayanensis, Oxalys sp., Axonopus scoparius, Cyperus odoratus y Pilea imparifolia, mientras que algunas de las especies asociadas a valores más altos de temperatura y conductividad fueron Eleocharis elegans, Eleocharis minima, Senecio sp. y Echinochloa cf. colona.
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  DISCUSIÓN


  Comunidades de macrófitas


  La mayor parte de las especies encontradas en este estudio han sido reportadas comúnmente en zonas riparias, así como en ambientes ruderales, arvenses y perturbados de América y del mundo (Velásquez, 1994; Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 2016). Son especies helófitas o hidrófitas, con hábito herbáceo. Por ser de ciclos de vida cortos, rápido crecimiento y dispersión y tolerancia a condiciones fluctuantes de humedad, son típicas de zonas de colonización o inestables y fácilmente adaptables a condiciones poco favorables. Es el caso de especies como Hygrophila guianensis Nees., Sagittaria guayanensis, Hydrocotyle ranunculoides, Acmella ciliata (Kunth) Cass., Eleutheranthera ruderalis (Sw.) Sch. Bip., Erechtites hieracifolia, Drymaria cordata (L.) Willd. ex Schult., Tripogandra serrulata (Vahl) Handlos, Cyperus odoratus, Cyperus luzulae, Eleocharis elegans, Marsypianthes chamaedrys, Piper peltatum, Axonopus scoparius, Eleusine indica, Oplismenus burmannii, Pennisetum clandestinum, Polygonum hydropiperoides, Polygonum nepalense, Scoparia dulcis, Astrephia chaerophylloides DC. y Hedychium coronarium J. König (Velásquez, 1994; Posada y López, 2011; Govaerts et al., 2016a). Muchas de estas especies son consideradas también malezas y pueden llegar a convertirse en plagas de cultivos (Velásquez, 1994; Posada y López, 2011; Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 2016).


  Las familias más representativas encontradas, en cuanto a número de especies de macrófitas, fueron, en orden descendente, Poaceae, Asteraceae y Cyperaceae (Tabla 1). Estas son de las más extensamente diversificadas y ecológicamente exitosas en el mundo, por su gran plasticidad fenotípica y adaptabilidad a casi todos los tipos de hábitats (Acosta-Arce y Agüero-Alvarado, 2006), mayor tolerancia a variaciones microclimáticas (Lacoul y Freedman, 2006) y eficientes mecanismos de dispersión, formas de crecimiento y colonización (Velásquez, 1994). Esto coincide con lo reportado por Chambers et al. (2008), quienes registran las familias Poaceae, Asteraceae y Cyperaceae entre las de mayor riqueza y abundancia de macrófitas en el mundo y particularmente en el Neotrópico.


  El biotipo de todos los especímenes encontrados (excepto Eleocharis minima) fue emergente. Esto coincide con lo reportado por Cook (1996), quien afirma que los pocos géneros neotropicales que existen de plantas sumergidas se encuentran sólo en tierras bajas. La ausencia de migración de plantas sumergidas desde tierras bajas neotropicales hasta zonas de mayor altitud puede deberse a las dificultades de superar las diferencias de temperatura (Jacobsen y Terneus, 2001).


  Los resultados de riqueza de especies no son fácilmente comparables con otros estudios, no sólo porque son escasos los trabajos sobre macrófitas en ríos de montaña (Padial et al., 2008), sino porque el concepto de macrófita puede variar entre distintos estudios. Sin embargo, se puede afirmar que los resultados de este estudio están dentro del rango esperado para ambientes de piedemonte o montaña, que no son altamente diversos en macrófitas (Jacobsen y Terneus, 2001; Baattrup-Pedersen et al., 2006; Hrivnák et al., 2014), y pueden considerarse bajos cuando se comparan con ambientes de tierras bajas de zonas templadas y tropicales (Ranieri et al., 2015).


  La composición de las comunidades varió entre ríos asociados a distintos usos del suelo: ganadería y plantación forestal fueron los usos que presentaron ríos con composiciones menos similares entre sí. El 30,7 % y 29,1 % de las encontradas fueron exclusivas de ríos asociados al uso ganadero y forestal respectivamente. Estas especies corresponden al 14,8 y 12,9 % del total de especies encontradas. Las especies exclusivas de ríos asociados al uso ganadero fueron Panicum sp., Echinocloa cf. colona, Pennisetum sp., Polygonum hydropiperoides, Polygonum punctata Ell., Piper peltatum, Salvia scutellaroides y Senecio sp. En el uso forestal aparecen las especies Axonopus scoparius, Cyclantera palicourea C.M. Taylor, Desmodium sp., Gunnera sp., Oplismenus sp., Oxalys sp. y Pilea imparifolia, Brachiaria mutica (Forsskal) Nguyen, Cyperus odoratus, Drymaria cordata, Eleutheranthera ruderalis, Hygrophila guianensis, Hygrophila sp., Oplismenus burmannii y Tripogandra serrulata (Vahl) Handlos.


  Factores que explican la distribución de las macrófitas


  Son diversos los factores que, en nuestro estudio, contribuyen a explicar la estructura de las comunidades de macrófitas. Las plantas acuáticas responden primariamente a las condiciones físicas del sustrato sobre el cual crecen. En cuerpos de agua lóticos, su riqueza se ve afectada por diversos factores como la velocidad de la corriente, el tipo de sustrato, el estado trófico del ecosistema, la temperatura del agua, la presencia de sombra y el ancho de la corriente (Janauer y Dokulil, 2006).


  En ríos de montaña las condiciones todavía más particulares del hábitat pueden afectar sustancialmente su diversidad (Cronk y Fennessy, 2001). Esto es especialmente cierto en la región Andina tropical, cuyas singularidades orográficas causan una gran variabilidad fisionómica en cortas distancias. Las características geomorfológicas y climáticas de esta región determinan el desarrollo de pequeños ríos que transcurren sobre abruptos gradientes altitudinales (Villamarín et al., 2013). En ambientes muy pendientes, con sustratos rocosos, sombreados por especies arbustivas o forestales, con flujo de agua variable y con mayores velocidades de la corriente, se disminuyen las posibilidades de colonización y desarrollo de las plantas acuáticas vasculares (Willby, 2000; Bornette y Puijalon, 2011). Ambientes con menor pendiente permiten la acumulación de una mayor cantidad de sedimentos pueden favorecer el enraizamiento de las plantas acuáticas (Cronk y Fennessy, 2001).


  En el presente estudio estas características de los ríos andinos tuvieron un efecto sobre la densidad de comunidades de macrófitas: dado que el lecho de los ríos rara vez alcanzó densidades de macrófitas superiores al 50 %; y en la cuenca del rio Otún, con zonas con uso forestal, y mejor conservadas, con densos bosques riparios y lechos rocosos, la reducida colonización por parte de las plantas causó una baja diversidad.


  Sin embargo, en nuestro estudio estas características fisionómicas y geomorfológicas de los ríos están también asociadas a los usos del suelo en cada una de las cuencas; así, las partes más altas de la región cafetera, que corresponden a la cuenca del Río Otún, con pendientes más abruptas, son menos aptas para el desarrollo de ganadería y cultivos de grandes extensiones (Rodríguez et al., 2009) que las zonas más bajas (cuenca La Vieja), donde los suelos están destinados a la ganadería y la agricultura.


  Nuestros resultados indican que el tipo de sustrato, la temperatura y la conductividad tienen un efecto importante en la riqueza y la abundancia de las macrófitas y explican significativamente la ordenación de las comunidades (Figs. 3 y 4). La dominancia del sustrato fino favorece el establecimiento de las especies de macrófitas (Svitok et al., 2015), la mayor temperatura eleva la tasa fotosintética de las plantas (Santamaría y Van Vierssen, 1997) y una mayor conductividad está también asociada a una mayor riqueza y abundancia de especies, de modo que estas tres variables se identifican frecuentemente como explicativas de la distribución de las especies de macrófitas (Bornette y Puijalon, 2011; Jusik et al., 2015).


  Estas variables están asociadas en el presente estudio a la cuenca del río La Vieja, en donde la mayor actividad antrópica y los usos del suelo para la ganadería y agricultura (Fig. 2) promueven la eliminación de la cobertura riparia, acelerando la escorrentía superficial y el aumento en la concentración de nutrientes y sedimentos en los cuerpos de agua (Blinn y Kilgore, 2001; Murgueitio, 2003). Así, la combinación del tipo de sustrato, temperatura y conductividad asociados a cada cuenca y uso del suelo, contribuye a explicar las diferencias observadas entre las dos cuencas.


  El uso del suelo que potencialmente tiene un impacto más fuerte sobre las comunidades biológicas es la ganadería. La erosión y la compactación del suelo derivada de este uso generalmente modifican los hábitats, afectando la distribución de numerosas especies (Tilman et al., 1996; Murgueitio et al., 2003), y zonas riparias con un nivel de degradación alto pueden presentar una reducción de la diversidad (Cortelezzi et al., 2013). Sin embargo, en este estudio se evidenció que la riqueza de macrófitas aumentó en los ríos asociados a estos usos.


  Si bien la estacionalidad mostró una cierta influencia sobre la distribución de las especies (Figura 6), el efecto de los cambios estacionales en la temperatura y la conductividad son pequeños con respecto al gradiente regional de estas variables. Fueron las diferencias de temperatura, conductividad y sustrato las que tuvieron un efecto importante sobre la estructura de las comunidades de macrófitas, discriminando especies distintas en cada una de las cuencas.


  CONCLUSIONES


  Los factores que explicaron la distribución de las macrófitas en los ríos estudiados fueron la temperatura del agua, la conductividad y el tipo de sustrato. Estas variables estuvieron asociadas al uso del suelo, por lo cual el tipo de uso del suelo tiene un efecto sobre la estructura de las comunidades vegetales estudiadas. Los ríos afectados por ganadería tienden a tener un sustrato predominantemente fino y una mayor concentración de nutrientes y sólidos totales, favoreciendo el desarrollo de comunidades más diversas, con mayor abundancia de plantas y con una comunidad bien diferenciada del resto de sistemas. Los ríos de zonas forestales son rocosos, con concentraciones más bajas de nutrientes y sólidos totales, y presentan comunidades menos diversas, con menor abundancia de macrófitas y una mayor frecuencia de especies típicas de ambientes inestables. Los ríos que transcurren por zonas de cultivos presentaron comunidades más heterogéneas debido a la mayor variabilidad en las condiciones químicas del agua y la presencia de distinto tipos de sustrato.
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  ABSTRACT


  The interstitial cyclopoid copepod Neocyclops ferrarii Rocha, 1995 was found in samples obtained from littoral areas of Rodadero Bay, northern Colombia. The specimens from Colombia share the diagnostic features of N. ferrarii presented in the original description. However, the Colombian specimens show some degree of variation with respect to the type material in: 1) the number of teeth in the labrum; 2) the length of outer exopodal spine on female leg 5; 3) the relative length of the mandibular palp setae; 4) length/width ratio of caudal rami; 5) the length ratio of caudal setae VI/III; 6) the length ratio of caudal setae VII/VI; 7) the male body size; 8) the male caudal rami length/width ratio; 9) This is the second record of this species after its original description from Belizean waters. In the Caribbean region N. ferrarii most closely resembles N. vicinus Herbst, both of them bear an antennary exopod, a 12-segmented female antennule, P3ENP3 armature formula 3,III, but can be separated from the latter by difference in the length/width ratio of the female caudal ramus, the length ratio of caudal setae VI/III, the length ratio of caudal setae VII/VI, the male body size, the number of segment of P4ENP, the armature details of mandibular palp and the number of segments of male P5. This is the second species of Neocyclops recorded from Colombia and represents a distributional range expansion of N. ferrarii in the Caribbean Basin.


  Keywords: coastal copepods, Caribbean Sea, distribution, zooplankton.

  


  RESUMEN


  El copépodo ciclopoide intersticial Neocyclops ferrarii Rocha, 1995 fue encontrado en muestras litorales obtenidas de la bahía Rodadero, al norte de Colombia. Los especímenes de Colombia comparten las características diagnósticas de N. ferrarii de la descripción original. Sin embargo, los especímenes colombianos muestran cierta variación con respecto al material tipo en: 1) el número de dientes en el labro; 2) la longitud de la espina exopodal externa de la pata 5 de la hembra; 3) la longitud relativa de las setas del palpo mandibular; 4) la relación largo/ancho de la rama caudal; 5) la longitud proporcional de las setas caudales VI / III; 6) la longitud proporcional de las setas caudales VII / VI; 7) la talla del macho; 8) la relación largo/ancho de la rama caudal del macho. Este es el segundo registro de esta especie después de su descripción original en aguas de Belice. En la región Caribe N. ferrarii se asemeja más estrechamente a N. vicinus Herbst, ambos poseen exópodo antenal, anténulas con 12 segmentos en la hembra, la fórmula P3ENP3 de 3, III, pero difieren en la proporción de la rama caudal en la hembra, la longitud de las setas caudales VI / III y VII / VI, el tamaño del macho, el número de segmento de P4ENP, en detalles del armamento del palpo mandibular y en el número de segmentos de la P5 del macho. Esta es la segunda especie de Neocyclops registrada en Colombia y representa una expansión de la distribución conocida de N. ferrarii en la Cuenca del Caribe.


  Palabras clave: copépodos costeros, mar Caribe, distribución, zooplancton.

  


  INTRODUCTION


  The cyclopoid copepod genus Neocyclops Gurney, 1927 is one of the most speciose in the subfamily Halicyclopinae; currently, it is known to contain 25 species (Pesce, 2016; Walter and Boxshall 2016). Members of this genus are marine forms inhabiting epibenthic or interstitial environments (Lee and Chang, 2015). The genus Neocyclops is cosmopolitan; it has been recorded from coastal areas of the Indian, Atlantic, and Pacific Oceans; about 60% of all known species are recorded in the Indo-Pacific (Lee and Chang, 2015).


  Petkovski (1986) split the genus into two subgenera according to the number of exopodal segments of the male P5: the subgenus Protoneocyclops, with four segments in the fifth leg as in N. ferrarii, and Neocyclops s. str. with three segments; this criterion has been questioned (Karanovic, 2008).


  In the Americas, the countries with most records of species of Neocyclops are Brazil, Bahamas, and Cuba (Herbst, 1955; Pleşa, 1973; Pesce, 1985). In Colombia, only one species, N. stocki Pesce, 1985 from San Andres Island, has been reported so far (Petkovski, 1986).


  The copepod fauna from Colombia has received little attention despite de diversity of fresh, marine and brackish systems in both the Atlantic and Pacific coasts of the country; more new species and records of Copepoda are expected to be found in future studies. The aim of this paper is to document the first record of N. ferrarii in Colombia, which expands the distributional range of this species in the Caribbean Basin. In addition, we present a complementary description of this species based on the Colombian specimens and a comparative analysis with the other known populations.


  MATERIALS AND METHODS


  Biological samples of littoral and limnetic habitats were obtained from Rodadero Bay, Magdalena, northern Colombia (11°14'10"N, 74°12'06"W) during fieldwork carried out from August 2015 to March 2016, mainly in the inshore areas covered by vegetation (mangrove) and a small bank of oysters but also from the shallow limnetic zones. Water salinity, pH, temperature was measured with a multiparameter WTW 350i. Water samples were collected manually using a 25-l bucket at both littoral and limnetic habitats. Samples were filtered with a zooplankton net (mesh size = 45 μm) and preserved in 70 % ethanol.


  Copepods were sorted from all the samples and then processed for taxonomical identification including the examination of the whole specimen and dissection of selected appendages. Dissected appendages were mounted in slides with glycerine and sealed with Canada balsam. The specimens were measured in ventral position, from the anterior end of the rostral area to the posterior margin of the caudal ramus. Drawings were made with the aid of a camera lucida mounted on an Olympus BX51 compound microscope equipped with Nomarski DIC. The specimens examined were deposited at the Museo de Colecciones Biológicas de la Universidad del Atlántico, Barranquilla, Colombia (UARC273M-UARC281M), where they are available for consultation and/or further examination. Morphological terminology follows Huys and Boxshall (1991). The following abbreviations are used in the description: P1–P6= first to sixth swimming legs, EXP= exopod, ENP= endopod.


  RESULTS


  Taxonomy

  Order Cyclopoida Burmeister, 1834

  Family Cyclopidae Dana, 1846

  Subfamily Halicyclopinae Kiefer, 1927

  Genus Neocyclops Gurney, 1927

  Neocyclops ferrarii Rocha, 1995

  (Figures 1-3)
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  Description of female


  The morphology of the female specimens from Magdalena, Colombia agrees in general with previous descriptions and illustrations provided by Rocha (1995). Body widest at first pediger, slightly tapering posteriorly (Fig. 1A). Body length, excluding caudal setae, 756–826 μm (average = 780 μm; n = 7). Labrum trapezoidal, armed with ten blunt teeth of different sizes, outermost being largest and thickest (Fig. 3A). Urosome with four somites, genital double-somite 1.1 times as long as wide, with paired backwardly directed spinous proximal processes visible in dorsal and ventral views (Fig. 1A). Seminal receptacle as shown in Fig. 3B. Anal operculum at middle of anal somite, not strongly convex, with smooth posterior margins.


  Caudal ramus (Fig. 3C) about 2.7–3.1 as long as wide, with six setae, lateral seta II located slightly dorsally, outer seta III short, spiniform and bipinnate, about 0.7 times as long as ramus, a little longer than 1.3 length of inner seta VI. Terminal seta IV about 3.5 as long as the ramus, seta V is the longest. Dorsal seta VII slender, plumose, about 0.8 times as long as inner seta VI, and slightly shorter (0.5 times) than caudal ramus. Integumental pores pattern of caudal rami as in figure 2C.


  Antennules 12-segmented; armature as in type specimens (Rocha, 1995) (Fig. 1B). Antenna (Fig. 1C) slender, distinctly 4-segmented, comprising basipod and 3-segmented endopod. Surface of basipod smooth, about 3.2 times as long as wide, with one long outer uniserially setulose seta representing exopod, and two naked setae at inner distal corner. First endopodal segment about 1.76 times as long as wide, with one naked seta at halfway the inner margin. Second endopodal segment longer than first endopodal segment, about 2.1 times as long as wide, with minute spinules along outer margin (not illustrated); armed with one short medial, two short subapical and two long apical setae along inner margin. Third endopodal segment elongate, about 2.7 times as long as wide, ornamented with one row of spinules along outer margin (not illustrated), bearing seven apical setae including four geniculate and three slender setae.


  Mandible (Figs. 1D-E), palp reduced to small segment armed with three slender naked apical setae; longest seta not reaching gnathobasal teeth, about five times as long as shortest one; the middle seta is twice as long as the shortest (Fig. 1D). Coxal gnathobase well-developed; cutting edge armed with inner group of three stout teeth and one spinous element, middle group of six teeth and outer group of one unipinnate spine and one outer unipinnate dorsal seta.


  Maxillule (Fig. 1F), maxilla (Fig. 1G), and maxilliped (Fig. 1H) as described by Rocha (1995).


  P1-P4 EXP and ENP three-segmented, except for P4ENP which is two segmented (Figs. 2A-D), armed as in Table 1. Spine inserted at inner corner of P1 basis reaching the half of second endopodal segment of P1 (Fig.2A). Intercoxal sclerites of P1–P4 with distal margin smooth. Praecoxal sclerites not expressed. Coxae unornamented, with transverse internal chitinous ridges originating from medial (arrowed in Figs 2A-D). P1-P4 EXP3 with setal formula 5,5,5,5 and spine formula 3,4,4,3; each leg bearing two inner setae on enp-2, and one inner seta on enp-1 and exp-1. P4ENP2-3 (Fig. 2D) fused; inner distal spine 1.36 times longer than outer distal spine.
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  P5 (Fig. 3D) three-segmented; coxa unarmed, about 0.65 times as long as wide, basis about 1.7 times wider than long, with outer plumose seta, exopod gradually broadening distally, about between 2.0 (Belizean specimens) and 2.3 times longer than wide, armed with outer pinnate spine slender apical plumose seta flanked by two pinnate spines. Inner distal spine 1.1 times longer than outer spine, about 1.34 times as long as lateral spine, 0.97 times as long as segment.


  Male (allotype): Body 602–630 μm long (average 610±10 μm, n = 8). Urosome with six somites. Caudal rami shorter than in female, 2.2 times longer than wide (Fig. 3I); one specimen with relatively longer caudal ramus (2.6) (Fig. 3H); armature of rami as in female.


  Antennule (Fig. 3E) 16-segmented; geniculate, armature and segmentation as in N. vicinus (Lotufo and Rocha, 1993).


  P5 (Fig. 3F) 4-segmented, with small intercoxal sclerite; coxa unarmed, subquadrate; basis with outer plumose seta. First exopodal segment subrectangular, about 1.7 times as long as wide, armed with an outer spine and single inner seta, second exopodal segment as long as wide, bearing one plumose apical seta plus two spines.


  P6. Consisting of low plate armed with one inner spine and two setae, outer seta about two times length of middle seta (Fig 3G). Male identical to female in all other respects.


  DISCUSSION


  Following Pesce and Galassi (1993) and Rocha (1995), up to eight valid species of Neocyclops have been recorded in the Caribbean region: N. medius Herbst, 1955; N. vicinus Herbst, 1955; N. affinis Pleşa, 1961; N. improvisus Pleşa, 1973; N. stocki Pesce, 1985, N. papuensis Fiers, 1986, N. geltrudeae Pesce & Galassi, 1993; and N. ferrarii Rocha, 1995. Only three, N. vicinus, N. medius, and N. ferrarii have been reported in South America (Herbst, 1955, Lotufo and Rocha, 1993, present data).


  Neocyclops ferrarii is assigned to the subgenus Protoneocyclops for its four-segmented male P4, this group contains nine species (Lee and Chang, 2015); this characteristic is shared with other two American congeners: N. papuensis and N. geltrudeae.


  Neocyclops ferrarii can be easily recognized from its congeners by a unique combination of characters including: 1) large scar-like integumental ridges originating from the medial margins of the coxa in all swimming legs; 2) P4ENP2-3 fused; 3) mandibular palp with three elements, 4) dorsal caudal seta from 0.8-1.0 as long as ramus, 5) inner seta on first exopodal segment of male fifth leg plumose. Rocha (1995) proposed the integumental pore pattern as a useful character to distinguish closely related species of Neocyclops. He compared the pore topography of N. ferrarii with that of N. vicinus and N. medius (Rocha, 1995, fig. 20, 21). We were able to observe pores on the caudal rami (arrowed in Fig. 3C); out of this group of species, and only N, ferrarii has pores in this position.


  The transverse chitinized scars occurred in all specimens observed. Similar structures have been previously reported for four species from Australia: N. australiensis (Karanovic, 2008, figure 54A, D), N. sharkbayensis (Karanovic, 2008, figs. 58D, 59B), N. trajani (Karanovic, 2008, fig. 61C) and N. hoonsooi (Lee and Chang, 2015, figs 4A-D) but in the first three species the scars are less pronounced.


  Specimens from Colombia are identical in most aspects to those reported from the type locality in Belize (Rocha, 1995), however, these two population show subtle differences: 1) labrum with ten teeth in specimens from Colombia (present data, fig, 3A) vs. nine in populations from Belize (Rocha, 1995), 2) the outer exopodal spine on female leg five is relatively shorter in the Colombian specimens (0.7 times as long as segment) than in the type population (0.9) (Rocha, 1995, fig. 17). 3) the relative length of the mandibular palp setae differs in the two populations; the Belizean specimens have two short setae that are subequally long, whereas the Colombian specimens one of these setae is at least twice as long as the other one; 4) length/width ratio of caudal rami is about 2.7–-3.1 in the specimens from Rodadero Bay (present data, Fig 3C ) whereas it is 2.4 in specimens from Belize (Rocha, 1995; fig 10; Karanovic, 2008; Lee and Chang, 2015); 5) the length ratio of caudal setae VI/III differs in these species, it is clearly longer in specimens from Belize (ratio 1.37) (Rocha 1995, fig. 10) whereas the figure for our specimens from Colombia is 1.25; 6) the length ratio of caudal setae VII/VI is smaller in specimens from Colombia (ratio = 0.8) vs. 1.0 in type specimens from Belize; 7) The male body size of this species has a new range: the specimens from Colombia are larger (602-630 μm) than those reported from Belize (520-580 μm) (Rocha, 1995), 8) the male caudal rami length/width ratio is another variable structure; it ranged between 2.2–2.6 in the Colombian population vs. 2.2 in the Belizean specimens (Rocha, 1995). Overall, we do not regard such differences as evidence enough to suggest the erection of a new species to accommodate our specimens from Colombia.


  Among the species of Neocyclops reported from the Caribbean region and adjacent areas (see Pesce, 2016), N. ferrarii closely resembles N. vicinus Herbst, 1955 from Brazil. Both of them bear an antennary exopod, a 12-segmented female antennule, and a 3, III P3ENP3 armature formula. However, N. ferrarii can be separated from N. vicinus by several characters. In N. ferrarii the length/width ratio of the female caudal rami is 2.4 – 3.1(Rocha, 1995, fig 10, Present data, fig 3C), vs. 2.5–2.9 in N. vicinus (Herbst, 1955, taf. 33a-b; Lotufo and Rocha, 1993, fig 20). The length ratio of caudal setae VI/III differs in these species, it is quite longer in N. ferrarii (ratio: 1.25-1.37) (Rocha 1.995, fig 10, present data, fig 3C) while in N. vicinus ranges from 0.9-1 (Herbst, 1955, taf. 33a-b; Lotufo and Rocha, 1993, fig 20). The length ratio of caudal setae VII/VI is smaller in N. ferrarii (ratio 0.8-1) vs. 1.4 in N. vicinus.


  The number of segments of P4ENP is an important difference between these two species; in N. ferrarii P4ENP it is two-segmented (Rocha, 1995, fig 16, present data, fig 2D) vs. three-segmented in N. vicinus (Herbst, 1955, fig 33E). In addition, the mandibular palp is armed with 3 setae in N. ferrarii (Rocha, 1993, fig. 11, present data, fig. 3D) vs. two setae in N. vicinus (Herbst, 1955; Lotufo and Rocha, 1993, fig. 21). The male P5 of N. ferrarii is four-segmented (Rocha, 1995, fig 18, present data, fig 3F) vs. a three-segmented condition in N. vicinus (Lotufo and Rocha, 1993, fig 16).


  The information presented in this paper allows an increase of the total number of free-living cyclopoid copepods reported for Colombia (Fuentes-Reinés and Suárez-Morales, 2015) to 48 species. Neocyclops stocki was the first species of the genus recorded from Colombia (see Gaviria and Aranguren, 2007); the present record of N. ferrarii represents the second from this country the second from this country.


  Distribution and ecology


  Neocyclops ferrarii was originally described from a pond adjacent to mangroves in Belize (Rocha, 1995); it was recorded later in the northern sector of the Yucatan Peninsula from the stomach contents of a coastal fish (Suárez-Morales et al., 2002); the species was advanced by these authors as a possible endemic of the Yucatan Peninsula, but its finding in Colombia allows us to discard this idea; hence, N. ferrarii is now deemed to be restricted to the western Caribbean. In Colombia this species was found in the littoral zone of the Rodadero Bay in an area covered by mangrove and at a depth of 0.70 m where water temperature varies over the seasons in the range of 30 – 32 ºC, salinity is 36.1 psu, and pH 8.3. These environmental conditions are within the ranges of salinity (19–39 psu) and temperature (30–35 °C) reported by Rocha (1995) for the type locality.


  CONCLUSIONS


  The information presented in this paper documents in detail the first record of Neocyclops ferrarii in Colombia and reveals a number of subtle morphological variations between the Colombian specimens and the Belizean population. Its presence in Colombia increases its known distributional range in the western Caribbean. This species can be confused with its congener N. vicinus in the Caribbean region but they can be separated by some important characters including the length/width ratio of the female caudal ramus, the number of segments of P4ENP, the armature details of mandibular palp, and the number of segments of the male P5.
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  ABSTRACT


  The citations contained in a recent literature review on the freshwater turtle and tortoise species of Colombia were analyzed. Publishing rates on these species have been increasing exponentially since the 1950s, although many of the publications would not be detected using internet-based literature searches. The most common topics of publications were systematics and phylogeography, nesting ecology, and management. In the 1970s and 1980s, the rate of publishing on the ecology and genetics of Colombian populations lagged behind the rate of publishing on these topics for populations of Colombian freshwater turtle and tortoise species located in other countries, but currently the production of the two regions is comparable. Also, in other countries there were trends towards publishing more over time in English and in journals with higher impact factors, but these trends were not significant for publications on Colombian populations. In Colombia, a disproportionate number of studies have been published on large-bodied species that face conservation problems. We argue that future studies of already well-studied Colombian species should focus on evaluating the effectiveness of management programs, and priority also should be given to increasing our knowledge of the many poorly-studied species in the country, especially those currently classified by the IUCN as data deficient (DD).


  Keywords: knowledge, literature, meta-analysis, publications, Testudines.

  


  RESUMEN


  Analizamos las referencias incluidas en una reciente revisión literaria sobre el estado de conocimiento de las tortugas continentales de Colombia. La tasa de publicaciones sobre estas especies ha incrementado exponencialmente desde los años 1950s, aunque muchas de éstas no podrían haber sido detectadas usando búsquedas de literatura por internet. Los tópicos más comunes de las publicaciones fueron sistemática y filo-geografía, ecología de anidación, y manejo. En los años 1970s y 1980s, la tasa de publicaciones sobre temas de ecología y genética de poblaciones ocupando el territorio colombiano, estuvo por debajo de publicaciones sobre estos dos tópicos con poblaciones de las mismas especies en otras regiones de Suramérica. Sin embargo, actualmente la producción en ambas regiones es comparable. En otros países, detectamos una tendencia temporal significativa de publicar cada vez más en inglés y en revistas de mayor impacto; esta tendencia no fue significativa para las publicaciones sobre poblaciones de tortugas colombianas. En Colombia, un número desproporcionado de las publicaciones son sobre especies de tamaños grandes que enfrentan problemas de conservación. Argumentamos que estudios futuros de las especies de tortugas continentales de Colombia relativamente bien conocidas, se deberían enfocar en evaluar la efectividad de los programas de manejo, y también debemos dar prioridad a investigaciones que aumenten el estado de conocimiento de las especies de tortugas continentales poco estudiadas en el país, especialmente de aquellas que actualmente están categorizadas por la UICN como con datos deficientes (DD).


  Palabras clave: conocimiento, literatura, meta-análisis, publicaciones, Testudines.

  


  INTRODUCTION


  Internet-generated bibliographic data bases have facilitated analyses of trends and patterns in the published scientific literature (Arnqvist and Wooster, 1995). There even are guidelines available to help such meta-analyses avoid or minimize certain limitations inherent in them, such as biases that arise because indexing services favor journals published in English or because journals prefer to publish positive results (Csada et al., 1996; Møller and Jennions, 2001; van Leeuwen et al., 2001; Rothstein et al., 2005; Aleixandre-Benavent et al., 2007).


  Several meta-analyses have been conducted recently on freshwater turtle and tortoise species (Ashton and Feldman, 2003; Gibbs and Steen, 2005; Fitzsimmons and Hart, 2007; Luiselli, 2008a; Luiselli, 2008b; Perez-Heydrich et al., 2012; Lovich and Ennen, 2013), and most have been based on internet-generated bibliographic compilations. For example, FitzSimmons and Hart (2007) summarized patterns apparent in publications on the genetics of freshwater turtle and tortoise species over a 70-year period, based upon inspection of 262 articles compiled principally from online bibliographic searches, but also supplemented with additional citations provided by experts in this field whom they consulted. However, Lovich and Ennen (2013) used a different strategy in their analysis of patterns in the history of publishing on North American turtle species, by exploiting five previously published literature reviews that spanned 70 years, from the 800 references cited in Pope (1939) to the 5,241 references cited in Ernst and Lovich (2009).


  Analyses of publication patterns and trends for neotropical turtle faunas are lacking, in part because much of the relevant literature is in languages other than English in journals not covered by the major indexing services, and also because comprehensive summaries of the literature on neotropical turtle faunas (comparable to Ernst and Lovich, 2009) often are not available. Here we provide an analysis of an extensive literature review compiled recently on the freshwater turtle and tortoise species of Colombia, which contains many citations that would not be detected via internet-based bibliographic searches. The analysis is based on citations contained in an edited volume summarizing the state of knowledge of the rich freshwater turtle and tortoise fauna of this country, which boasts 27 species and seven Families (Páez et al., 2012). The goal of this analysis was to summarize historical trends in publication on Colombian freshwater turtle and tortoise species, to identify biases in publication rates on different topics and study species, and propose priorities for future research efforts.


  MATERIALS AND METHODS


  "Biología y Conservación de las Tortugas Continentales de Colombia" (Páez et al., 2012) is a 523 paged edited volume containing 20 chapters written by over 40 experts directly involved in research and/or conservation of freshwater turtle and tortoise species in Colombia, or in other countries where these species occur. Most chapters in the volume focus on specific topics in ecology, evolution, or conservation biology, with emphasis placed on the Colombian freshwater turtle and tortoise fauna, while its largest chapter (113 pages) is comprised of summaries of the available literature for all 27 Colombian species.


  Data set preparation


  Each of the 20 chapters in the book has its own bibliography, so our first step was to consolidate these bibliographies into a data base comprised of 1199 unique citations. Next, we removed 250 citations that were not directly related to turtle biology (for example, articles concerned with different aspects of the country of Colombia, theoretical papers in ecology and evolution, and general books on biology, including herpetology texts).


  The remaining 949 citations contained a bias related to the systematic literature. The 27 species accounts in the book each contained a section listing known synonyms for the species, with the number of synonyms reported for a species varying from 0-26 (median = seven alternative names). We suspect this variance was due as much to differences among the different authors in their interests in the nomenclatural history of their subject species, rather than to real differences among the species in terms of their taxonomic stabilities. To correct for this bias, we examined each of the 138 references cited in the synonym and taxonomic history sections of the 27 species accounts and classified them as either being cited principally for nomenclatural reasons vs. being citations that contained additional biological information on the species (as evidenced by their being cited in other contexts in the species account, or in other chapters of the book).


  This classification produced two contrasting groups; 87 citations only mentioned in the context of past nomenclatural usage (with a mean publication date of 1908) and 51 citations also mentioned in the book for other reasons (with a mean publication date of 1987). The distinctiveness of this "old taxonomic literature" is even more apparent when compared to the distribution of publication dates for the remaining 811 citations related to turtles contained in the book (mean publication date = 1995). For this reason, the 87 strictly nomenclatural citations were removed from the data base for all subsequent analyses, leaving 862 citations published on different aspects of the biology of turtles for analysis.


  Citation classification


  All of the remaining citations in the data base were classified according to language (English vs. Other languages) and publication type, as either journal Articles, Chapters in edited volumes, Books, undergraduate and graduate Theses, Abstracts from meetings, Web pages, or Reports (documents that were printed by government agencies, non-governmental organizations, or university institutions). Books and edited volumes were defined as publications that credited one entity as its publisher (usually a university press, specific branch of a government, or commercial editorial house). In contrast, reports contained the word "report" (or "informe") in the title and/or gave credit as the "publisher" to multiple entities (usually all of the different funding agencies, governmental agencies, non-governmental organizations, or university departments involved in the project).


  We also classified each citation into categories related to their pertinence to Colombian turtle species. General publications contained information on the biology of one or more turtle species, but not on species that occur in Colombia. Regional publications contained information on turtle species that occur in Colombia, but that was obtained from non-Colombian specimens or populations, while Colombian publications contained information on Colombian specimens or populations. Most publications were classified into one of these categories based upon our direct inspection of their contents. Of the remaining publications that we could not directly access, many could be unequivocally classified based upon their title, abstract, or from the context in which they were cited in the book. Finally, we classified several of the remaining publications by consulting the authors of the section of the book that cited them. Only six publications in the total data base could not be classified as to the degree of relevance regarding Colombian turtle species by any of these methods.


  Each publication also was classified in terms of its principle focus. Categories were: 1) Descriptive studies (sub-classified as a. notes on distribution, b. publications on morphology of living or fossil forms, c. general natural history accounts, and d. records of parasite species); 2) Ecological studies (publications containing more quantitative analyses, sub-classified as a. nesting ecology and temperature-dependent sex determination, b. diet and growth rates, c. demography, predation, and habitat preferences, and d. other behavioral studies); 3) Genetic studies (sub-classified as a. karyotype characterizations, b. population genetics and paternity studies, and c. systematic and phylogeography studies); 4) Management and conservation publications (sub-classified as a. status evaluations, b. management plans and programs, c. documentation of exploitation patterns, and d. scientific evaluations of management techniques); and 5) Bibliographic revisions (sub-classified as a. species accounts and b. meta-analyses of published data). Articles that touched on more than one of these categories or sub-categories was classified as to its apparent principle focus, so that no article was included in more than one category or sub-category.


  For the subset of publications on Colombian turtle species (both Regional and Colombian data bases), publications that were articles were classified according to the impact factor score of the journal (2014 scores, Journal Citation Reports, 2015) as either null impact (no impact factor score), low impact (an impact factor score of < 1.0), or high impact (an impact factor score of > 1.0). Journal impact scores change each year, but we assumed most journals remained within these three broad categories over the history of the calculation of impact scores since 1975, and that this classification also reflects the general impact of the journals prior to this time. Finally, for only those citations in the Colombian data base, each was classified in terms of the species of freshwater turtle or tortoise it included. Citations could be classified as containing information on from one to 27 species.


  Analyses


  Lovich and Ennon (2013) used two metrics to quantify the level of knowledge of turtles in North America; the cumulative number of publications, and the cumulative amount of text contained in those publications (quantified as the number of published pages). In this study, we only consider the number of publications as our metric of knowledge of Colombian freshwater turtle and tortoise species because 1. page number information was lacking for 4 % of the citations in the data base, 2. even for publications with page number information (especially theses and reports), we suspected that many of the pages did not contain new information on the focal species, and 3. the analyses of Lovich and Ennon (2013) showed that both metrics behaved comparably in their study.


  To inspect for differences among the citations in the General, Regional, and Colombian data bases in terms of their principal focus, language, and journal impact levels, we employed heterogeneity G-tests (Sokal and Rohlf, 2011). To inspect for temporal shifts in principal focus, language, or journal impact levels in the Regional and Colombian data bases, the publications were divided into five time periods (prior to 1970, 1970s, 1980s, 1990s, and post-1999) and frequencies in each category were compared via heterogeneity G-tests. To compare the rate of publication on Colombian freshwater turtle and tortoise species, the cumulative number of publications in the Regional and Colombian data bases for the period 1812–2012 was calculated. Also, an ANCOVA with year as covariate was conducted on log transformed cumulative publication number values to inspect for differences in both the number of publications in each data set, and their rates of increase, for the period 1950–2012.


  Finally, for each of the 27 Colombian freshwater turtle and tortoise species, the total number of citations on Colombian populations or specimens was tabulated. To inspect for a relationship between the number of citations for a species and the maximum body size known for that species, a Pearson's correlation was calculated, using the body size data reported in Páez et al. (2012). Species also were grouped by IUCN National Red Book category (Morales-Betancourt et al., 2015a) and the publication totals were compared using a Kruskall-Wallace test.


  RESULTS


  There were significant differences among the General data base (n = 253 citations), Regional data base (n = 334 citations), and Colombian data base (n = 269 citations) in terms of the proportion of citations dedicated to different topics (G = 156.42, df = 8, p < 0.001), with citations with an ecological focus predominating in the General data base, and the Colombian data base exhibiting a disproportionate number of citations on management and conservation (Table 1). This latter difference also was significant when the General data base was excluded from the analysis (G = 29.81, df = 4, p < 0.001).
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  The rate of publication on Colombian species of freshwater turtle and tortoise species was negligible prior to the 1950s, both in terms of Colombia populations and populations occurring in other countries, but these rates have increased exponentially since that time (Fig. 1). During the period 1950–2012, significantly more publications appeared each year on non-Colombian populations, but the rate of increase (slope) in cumulative number of publications was greater for Colombian populations (ANCOVA, number of publications, p < 0.001, rate of increase, p < 0.001).
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  The main focus of studies on Colombian freshwater turtle and tortoise species varied over time, both for Colombian populations (G = 52.54, df = 16, p = 0.001) and for populations in other countries (G = 56.81, df = 16, p < 0.001). The initial studies were descriptive, with ecological and genetic studies increasing in frequency in the 1970s and 1980s, although the absolute number of such studies in Colombia lagged behind the trend seen in other countries (Fig. 2). Most of the publications cited in Páez et al. (2012) with a management and conservation focus were from the post-1999 period.
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  The three data bases also exhibited differences in the proportion of citations they contained that were published in English (G = 168.36, df = 2, p < 0.001), with English predominating (96 %) in the General citations on turtles, but not in the citations on Colombian species. There was a significantly greater proportion of citations in English in the Regional data base than in the Colombian data base (G = 14.26, df = 1, p < 0.001). However, this difference was not apparent when only articles were compared (G = 1.46, df = 1, p > 0.10). The proportion of citations in English in the Colombian data base did not increase over time (G = 3.82, df = 4, p > 0.10), although there was a trend in increasing numbers of citations in English over time in the Regional data base (G = 9.16, df = 4, p = 0.057). There also was a trend over time towards publishing articles on Colombian species of freshwater turtle and tortoise species in journals with higher impact factors (significant in the case of the Regional data base; G = 9.83, df = 2, p < 0.05), especially during the transition from the pre-1970 to post-1970 periods (Table 2).
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  The publications on Colombia populations or specimens of freshwater turtle and tortoise species was biased towards larger bodied species (r2 = 0.16, p < 0.05) and also was biased towards species with conservation problems, especially the two Critically Endangered species (Podocnemis expansa Schweigger 1812 and Podocnemis lewyana Duméril 1852; Kruskal-Wallis test, p < 0.05). The number of publications on Colombian populations or specimens, in rank order by species, is presented in Figure 3.
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  DISCUSSION


  The bibliographic data we obtained from the Páez et al. (2012) edited volume contained certain biases. For example, the General data base contained a disproportionate number of ecological studies that were cited in the theoretical chapters of the book, with an under-representation of descriptive studies (Table 1). Considering only the literature that focused directly on Colombian species, there also was an under-representation of theses and reports in the Regional data base, as compared to the Colombian data base (Table 1). However, these biases probably do not invalidate the conclusions presented here. At least the data set we analyzed was preferable to attempting to conduct an analysis on only the results of an internet-based bibliographic search, which would have missed most of the theses and reports (19 % of the total citations in the book), as well as 46 % of the articles cited (because they were published in non-indexed journals).


  The exponential rate of increase in the cumulative number of publications on Colombia species of freshwater turtle and tortoise species is similar to that documented by Lovich and Ennen (2013) for North American turtle species, with both patterns probably reflecting the exponential rate of human population growth over the past half century, with concomitant increases in both the number of turtle species facing conservation problems (Cohen, 1995) and the number of researchers earning doctorates and publishing on turtles during their careers (Cyranoski et al., 2011).


  More of what we currently know about the Colombian freshwater turtle and tortoise fauna comes from studies conducted in other countries where these species also occur (with the exception of the three endemic species, obviously). This is not surprising, given that many non-endemic Colombian freshwater turtle and tortoise species have wide geographic ranges, occupying as many as 19 additional countries that occur from Mexico to Argentina (median number of additional countries for the non-endemic Colombian species = five; Páez et al., 2012). But the rate of increase in publications on Colombia populations seems to be currently higher than in other countries, suggesting that the cumulative number of publications on Colombia populations will soon exceed those based on populations outside of Colombia (Fig. 1). This could be a genuine trend, or simply the result of the authors of the species accounts being more familiar with recent publications on Colombian populations, but it nevertheless reflects a significant recent increase in knowledge on the Colombian freshwater turtle and tortoise fauna.


  Concomitant with the exponential increase in publishing on Colombian freshwater turtle and tortoise species were increases, at least for studies conducted outside of Colombia, in the proportion of publications appearing in English, and in the impact of the journals where articles were published. Even so, only 19.3 % of the information published on Colombian freshwater turtle and tortoise species cited in the Páez et al. (2012) book appeared in indexed journals.


  The earliest citations on Colombia populations and specimens of freshwater turtle and tortoise species mentioned in the Páez et al. (2012) review were the taxonomic study of Williams (1954) and the descriptive natural history and distributional studies of Medem (1956, 1958), with more ecological studies by Medem appearing in the 1960s (for example, Medem, 1964, 1966). It is not clear why the number of ecological studies in Colombia lagged behind the number of ecological studies of Colombian species in other countries during the 1980s and 1990s (Fig. 2A). However, the limited number of genetic studies on Colombian populations during this period (Fig. 2B) may have been related to the governmentally imposed dis-incentives for genetic research in Colombia at that time (Grajal, 1999; Fernández, 2011). Currently, ecological and genetic studies of Colombian populations are appearing at a rate comparable to that seen in the other countries that share these species, with the preponderance of ecological studies focusing on nesting ecology and the majority of genetic studies focusing on systematics and phylogeography (Table 1).


  Only in the past two decades have publications on the management and conservation of Colombian freshwater turtle and tortoise species become common. Unfortunately, most of these publications consist of non-peer reviewed reports ("grey literature") that often merely propose management strategies for particular species/areas, with only limited efforts to evaluate the levels of exploitation or the status of Colombian populations, and almost no rigorous scientific monitoring of the effectiveness of the different management programs being implemented.


  Grey literature has been criticized because it is difficult to access and often suffers from a lack of peer review (Hopewell et al., 2005). Our results also suggest that it is quickly forgotten; 80 % of the grey literature reports on Colombian populations were from the post-1999 period, with only one pre-1970 report being cited in the book (Dahl and Medem, 1964). We suspect that old grey literature reports are not cited because most grey literature citations are cases of self-citation, perhaps not strictly in the form of the same author citing their previous reports (reports often fail to even provide authors names!), but at least of authors citing reports produced recently by their own government office, non-governmental organization, or university institution.


  For the North American turtle fauna (sea turtles excluded), Lovich and Ennen (2013) found citation number was not related to body size or the conservation status of the species. For Colombian species, citation number increased both with increasing body size and increasing levels of conservation threat to the species. This may be because in Colombian the principle threat to turtle species is the over-exploitation of larger species, while in North America, a larger percentage of threatened turtles are small-bodied species at risk due to habitat loss. It also may be because North American herpetologists avoid studying threatened species due to their declining population sizes and problems associated with obtaining permits for studying these species (Lovich and Ennen, 2013). In contrast, in Colombia the limited funding opportunities are preferentially directed towards the economically important, over-exploited, large-bodied turtle species, obliging Colombian herpetologists to confront permitting issues to be able to conduct studies.


  Lovich and Ennen (2013) found no evidence that the exponential increase in knowledge of the turtle fauna of North America had helped alleviate the conservation problems faced by many of those species. Similarly, the exponential increase in knowledge of the Colombian freshwater turtle and tortoise fauna over the past half century has not resulted in improvements in the conservation status of Colombia's threatened species. There have been non-genuine changes to the conservation status of some species because new information has accumulated to show their initial IUCN categorization was incorrect (Castaño-Mora, 2002; Morales et al., 2015a). But only effective implementation of existing environmental legislation will likely reverse the declining trends affecting many populations of Colombian freshwater turtle and tortoise species.


  Lovich and Ennen (2013) classified turtle species in North America into three groups in terms of the number of citations per species: extremely well-studied, well-studied, and poorly-studied species. For Colombia, P. expansa, P. lewyana, P. unifilis, T. callirostris, and perhaps R. nasuta and M. dahli could be considered well-studied species, with the remaining species being poorly-studied. We argue that future research on the already well-studied species would best be directed towards monitoring demographic tendencies and evaluating the effectiveness of existing or future management programs (Páez et al., 2015). We also hope the explosion of knowledge on Colombian freshwater turtle and tortoise species continues, including the trend of publishing more in indexed journals in English, but hopefully in a way that also includes more of the poorly-studied species (Morales-Betancourt et al., 2015b; Forero-Medina et al., 2016), especially those that lack IUCN conservation status categorization (being listed currently as Data Deficient).


  CONCLUSIONS


  The literature cited in the edited volume "Biología y Conservación de las Tortugas Continentales de Colombia" (Páez et al., 2012) provided a data base that allowed a meta-analysis of publication trends on the 27 species of freshwater turtles and tortoises of Colombia. Such an analysis based upon an internet search approach would not be possible because of the high proportion of studies on the Colombian freshwater turtle and tortoise fauna that appear in languages other than English in non-indexed journals or in other types of publications. This meta-analysis showed that the publication rate on Colombian turtle species is increasing exponentially, but is biased towards the study of large species that face conservation problems. Future studies should prioritize the evaluation of the effectiveness of management programs designed to conserve these species, as well as seek to obtain basic biological information on the remaining under-studied portion of the Colombia freshwater turtle and tortoise fauna.
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  RESUMEN.


  El presente trabajo evaluó la diversidad bacteriana asociada a las biopelículas formadas sobre los ánodos de celdas de combustible microbianas, por medio del análisis del gen del ARNr 16S y observaciones por microscopía electrónica de barrido. Se construyeron celdas de combustible microbianas de una cámara que permanecieron en operación durante 30 días utilizando muestras ambientales como inóculo y único sustrato energético; las celdas fueron monitoreadas en función de la producción de energía durante el desarrollo del experimento; al finalizar los ensayos, se realizó la caracterización molecular y observaciones mediante microscopía electrónica de barrido a las biopelículas formadas. Se reportan valores de densidad de potencia máxima de 4,85 mW/m2 para el agua residual doméstica y de 1,85 mW/m2 para el caso del agua residual industrial, con disminuciones de 71 % de la DBO para el agua residual doméstica y de 59 % de la DBO para el caso del agua residual industrial. Se logró la recuperación de 15 secuencias únicas provenientes de la amplificación del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las biopelículas formadas sobre los ánodos. El análisis filogenético ubicó estas secuencias en la clase Deltaproteobacteria. Los dos sustratos ambientales contienen una importante e interesante diversidad microbiana, mostrándolos promisorios para la construcción y operación de MFC y la implementación de procesos de biodegradación de materia orgánica.


  Palabras clave: aguas residuales, ARNr 16S, celdas de combustible microbianas, diversidad bacteriana, generación de energía, microscopia electrónica de barrido.

  


  ABSTRACT.


  This study evaluated the bacterial diversity associated with biofilms formed on the anode of microbial fuel cells (MFC), by analyzing the 16S rRNA gene and observations by scanning electron microscopy. Single chambered MFC were constructed and kept in operation for 30 days using environmental samples as inoculum and sole energy substrate; the MFC were monitored as a function of energy production in the course of the experiment; at endpoint, molecular characterization and observations using scanning electron microscopy was performed to the formed biofilms. Values of maximum power density of 4.85 mW/m2 for domestic wastewater and 1.85 mW/m2 in the case of industrial wastewater are reported, with declines of 71 % of the BOD for domestic wastewater and 59 % of the BOD in the case of industrial wastewater. Recovery of 15 unique sequences from the amplification of 16S rRNA gene obtained from the biofilms formed on the anodes was accomplished. Phylogenetic analysis placed these sequences in the Deltaproteobacteria class. The two environmental substrates contain an important and interesting microbial diversity, showing them very promising for the construction and operation of MFC and implementing biodegradation of organic material.


  Keywords: 16S rRNA, electricity generation, microbial diversity, microbial fuel cell, scanning electron microscopy, wastewater.

  


  INTRODUCCIÓN.


  La tecnología de las celdas de combustible microbianas, MFC por sus siglas en inglés (Microbial Fuel Cell), se muestra a futuro como una fuente alternativa de energía, con el beneficio de poder eliminar compuestos tóxicos del ambiente o disminuir los niveles de materia orgánica que son vertidos a las fuentes de agua (Zhou et al., 2013). Las MFC se componen de una o dos cámaras con dos electrodos (ánodo y cátodo) en los cuales se forman biopelículas microbianas capaces de degradar sustratos energéticos; producto del metabolismo microbiano se oxidan compuestos en la cámara del ánodo, produciendo CO2, protones y electrones, estos últimos son transportados desde el ánodo hasta el cátodo mediante un circuito externo. Los electrones junto con los protones son reducidos a agua en el cátodo, generando energía eléctrica mediante la formación de un gradiente electrónico (Logan y Rabaey, 2012).


  Las MFC tienen la capacidad de operar utilizando diferentes fuentes naturales, tales como lagos (Zhao et al., 2012), sedimentos marinos (Dumas et al., 2007; Erable et al., 2013), efluentes provenientes de aguas residuales domésticas (Liu et al., 2004; Logan y Rabaey, 2012) o industriales, (Velasquez-Orta et al., 2011), lo que las convierte en dispositivos versátiles con gran capacidad para operar en diferente ambientes, presentando ventajas funcionales y operacionales sobre otras tecnologías: permite la conversión directa de un sustrato energético en electricidad, logrando la remoción de materia orgánica y de partículas contaminantes en fuentes de agua, puede operar eficientemente en condiciones ambientales, incluso a bajas temperaturas, no produce emisiones de gases contaminantes, ya que la única emisión es CO2 que retorna a la atmósfera, tiene el potencial de ser utilizado en lugares carentes de infraestructura eléctrica y no representa peligro en su operación (Rabaey y Verstraete, 2005).


  Entendiendo la importancia del componente biológico para el desarrollo de esta biotecnología, el presente trabajo buscó contribuir al conocimiento de la diversidad microbiana asociada y en la búsqueda y caracterización de microorganismos eficientes en la capacidad de transferir electrones al ánodo de las MFC, potencialmente utilizables en procesos biotecnológicos, industriales o de biorremediación.


  MATERIALES Y MÉTODOS.


  Evaluación de la actividad electrogénica de los sustratos ambientales.


  Se construyeron MFC de una cámara utilizando recipientes de 2,5 L. Los electrodos se construyeron utilizando piezas cilíndricas de grafito. Para el caso del cátodo, el electrodo fue recubierto con catalizador de platino carbono con una carga de 0,1 mg/cm2 preparada en una solución de Nafion al 5 %. Las MFC fueron inoculadas y alimentadas con dos tipos de sustratos ambientales, respectivamente: agua residual doméstica (ARD), proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas, situada en La Vorágine, corregimiento de Pance, Municipio de Cali, y agua residual industrial (ARI) de un ingenio azucarero ubicado en el Departamento del Cauca. Las MFC se mantuvieron en funcionamiento durante 30 días, tiempo en el cual se garantizó la formación de biopelícula; el monitoreo de los parámetros electroquímicos se llevó a cabo mediante colecta de voltaje y corriente a través del tiempo y curvas de potencial de celda vs. densidad de corriente. Los valores de potencia y corriente se registraron usando multímetros digitales (UNI-T UT70A). La densidad de potencia fue normalizada con respecto al área geométrica del ánodo.


  Análisis de la DBO.


  Se realizó análisis de la demanda biológica de oxígeno (DBO) a la muestra ambiental, al momento de recolectar la muestra ambiental y al final de los 30 días de operación en las MFC.


  Caracterización molecular de la biopelícula anódica.


  Pasados los 30 días de operación de las MFC, los electrodos fueron retirados del dispositivo, lavados con agua destilada estéril y la biopelícula anódica fue removida de los electrodos con un escalpelo estéril. Utilizando el kit comercial Power Soil DNA Isolation (MO BIO) se realizó la extracción de ADN genómico a partir del raspado de la biopelícula anódica; el ADN extraído se amplificó utilizando los cebadores: F345 5'ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3' (Muyzer et al., 1993) y Rga3 5'CCCTTTGTACCGGCCATTGT'3 (construido en el presente trabajo). Los amplificados generados se clonaron con el kit pGEM T easy vector system I (PROMEGA) y se transformaron por choque térmico células quimiocompetentes de E. coli DH5α. Se realizó la purificación de los plásmidos de colonias que tuvieran el inserto, utilizado el kit UltraClean 6 Minute Mini Plasmid Prep (MOBIO). Se determinaron las secuencias mediante procedimientos estándares del servicio suministrado por la compañía Macrogen (USA) utilizando los cebadores universales T7-SP6. Las secuencias obtenidas fueron comparadas directamente con las secuencias depositadas en las bases de datos del GenBank y del Ribosomal Database Project, usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (BLAST-N). Las secuencias parciales del gen del ARNr 16S fueron editadas con el programa Chromas LITE versión 2.1, estas se alinearon con el programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). La clasificación filogenética fue inferida mediante el método de máxima verosimilitud utilizando el software PAUP versión 4.0b10, se realizó una búsqueda heurística; el algoritmo de TBR (Tree-Bisection-Reconnection) fue usado para reajustar la topología (Branch-swapping); el modelo de substitución nucleotídica fue seleccionado por el criterio de Akaike en ModelTest versión 2.1.3 (Darriba et al., 2012); el soporte estadístico de los nodos se estimó mediante el bootstrap de máxima verosimilitud con 1000 repeticiones.


  Microscopia electrónica de barrido.


  Se realizaron observaciones de la biopelícula anódica mediante microscopía electrónica de barrido. La biopelícula adherida al electrodo se fijó en una solución de glutaraldehído al 2,5 % en amortiguador fosfato 0,1 M pH 7,2 durante 12 h a 4 ºC; las muestras fijadas fueron lavadas dos veces en amortiguador fosfato, posteriormente fueron deshidratadas sumergiendo e incubando la muestra a 4 ºC durante diez minutos en concentraciones crecientes de etanol entre 30 % y 99,8 %. Las muestras fueron deshidratadas inmediatamente agregando gotas de hexametildisiloxano, posteriormente se adhirieron a un soporte metálico con cinta de carbono doble faz y fueron recubiertas con una fina capa de oro en un Sputter Coater Denton Vacuum modelo Desk IV para su inmediata observación en un microscopio Jeol JSM 6490 LV.


  RESULTADOS.


  Desempeño electroquímico de los sustratos ambientales.


  Se monitoreó la producción de energía durante 30 días en las MFC, las cuales fueron alimentadas exclusivamente con sustratos de origen ambiental, sin adicionar ningún tipo de compuesto energético o realizar cambios de sustrato. En la figura 1 se observa la densidad de potencia generada por las MFC en función del tiempo; cuando las MFC fueron inoculadas presentaron una fase de latencia durante los primeros siete días del montaje, seguido por un rápido incremento del desempeño electroquímico llegando a una fase en donde la potencia mostró un comportamiento oscilatorio, alcanzándose valores de potencia máxima de 4,85 mW/m2 en el día 22 para el caso del ARD y de 1,85 mW/m2 en el día 20 en el caso del ARI.


  [image: ].


  Remoción de materia orgánica.


  El ARD presentó un valor de DBO inicial de 555,1 mg O2/L y de 158,4 mg O2/L al finalizar los ensayos en las MFC mostrando una disminución del 71 %; en el caso del ARI el valor inicial fue de 1527,8 mg O2/L y de 630 mg O2/L al finalizar los ensayos mostrando una disminución del 59 % en el parámetro de DBO.


  Caracterización de la biopelícula formada sobre los ánodos de las MFC.


  La figura 2 muestra la biopelícula formada durante 30 días sobre los ánodos de las MFC; la microscopía electrónica de barrido por imágenes de electrón secundario muestra que las estructuras de las biopelículas de los dos ambientes son muy diferentes entre sí, con relación a la estructura de estas y al comparar los diferentes morfotipos bacterianos. Las figuras 2A y 2C corresponden al ánodo de la MFC que fue operada con ARI, en estas se pueden observar bacilos con extremos redondeados (0,84 μm–1,52 μm x 0,22 μm); bacilos con extremos achatados (3,1-3,9 μm x 0,4 μm), una bacteria filamentosa (6,4 μm x 0,23 μm) (Fig. 2A) y una espiroqueta (6 μm x 0,74 μm) (Fig. 2C); las figuras 2B y 2D corresponden al ánodo de la MFC que fue operada con ARD, en éstas se pueden observar formas que se asemejan a bacilos (2,33-2,83 μm x 0,71 μm), cocobacilos (1,33-1,5 μm x 0,7 μm) y cocos (1,1 μm x 0,8 μm).
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  Caracterización molecular de la biopelícula.


  Se recuperaron 48 colonias transformadas de las cuales 15 poseían insertos únicos. Los resultados de la alineación local (BLAST-N) para las secuencias recuperadas muestran tener relación con secuencias de clones no identificados y no clasificados las cuales presentan valores de máxima identidad que van desde 92 % hasta 98 %; se determinó con qué grupo de microorganismos estaban relacionadas las secuencias encontradas, al realizar análisis filogenéticos tomando secuencias de diferentes Phyla bacterianos, estas últimas fueron obtenidas de las base de datos almacenadas en el Genbank; el análisis indicó que las 15 secuencias están relacionadas con la clase Deltaproteobacteria (Tabla 1)..
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  Con el objetivo de establecer a qué grupo en particular estaban relacionadas las secuencias se tomaron secuencias al azar de géneros diferentes para cada una de las familias pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria; la inferencia de la historia filogenética se realizó con base en el mejor árbol generado por el método de máxima verosimilitud (Fig. 3); el modelo de sustitución nucleotídica utilizado fue GTR+I+G con 0,4040 como parámetro alfa de la distribución gamma, 0,2050 como la proporción de sitios invariantes, las frecuencias nucleotídicas fueron T=0,2078, C=0,2414, A=0,2332 y G=0,3176. Los análisis combinados de alineamientos realizados en la bases de datos y la reconstrucción filogenética sugiere que: los clones C2, C10, C12, C15, C32 y C46 aislados del ARI, pertenecen al orden Desulfuromonadales, familia Geobacteraceae; los clones C9, C11, C36 y C47 aislados del ARI y los clones V3 y V12 aislados del ARD pertenecerían al orden Desulfobacterales, familia Desulfobulbaceae, de estos, solo el clon V12 se ubicó en el género Desulfurivibrio; el clon V14 aislado del ARD se ubicó en el orden Syntrophobacterales, en la familia Syntrophaceae y posiblemente en el género Syntrophus; el clon V19 aislado del ARD se ubicó en el orden Desulfurellales , familia Desulfurellaceae; el clon C44 muestra relación con el grupo Deltaproteobacteria; no obstante, no fue posible realizar aproximación a ningún grupo en particular..
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  DISCUSIÓN.


  Los resultados indican, con respecto a la diversidad microbiana, que en los dos ambientes estudiados existen microorganismos que no solo tienen la capacidad de crecer formado biopelículas sobre los ánodos de las MFC (Fig. 2), sino que se muestran como microorganismos electrogénicos, al tener la capacidad de transferir los electrones desde un sustrato ambiental al ánodo de las MFC (Fig. 1).


  Las MFC alimentadas con sustratos de origen ambiental generaron energía de forma continua durante toda la fase experimental, sin necesidad de enriquecer los sustratos o de realizar cambios de estos, lo cual demuestra que los microorganismos tienen el potencial de generar energía utilizando exclusivamente los diferentes compuestos presentes en la muestra ambiental, indicando que las MFC fueron auto sostenibles en cuando al sustrato energético, conclusión a la cual llegaron también Reimers et al. (2006), quienes operaron un dispositivo in-situ durante 125 días, el cual generó una densidad de potencia de 34 mW/m2; esta condición favorecería el montaje de dispositivos en sitios remotos, además de representar un factor económico importante al no tener que invertir en el enriquecimiento de los sustratos.


  La auto sostenibilidad de las MFC es un parámetro que puede deberse a las complejas interacciones entre los consorcios microbianos y no solo a los microorganismo que conforman la biopelícula; microorganismos por fuera de la biopelícula desempeñarían un papel importante al degradar sustratos complejos en compuestos fácilmente metabolizables por los microorganismos electrogénicos (Pant et al., 2010). Además, el potencial de biodegradación y biorremediación que poseen las MFC y que se evidencia en la reducción de ciertos parámetros, como la DBO, estaría relacionado con el metabolismo de todos los microorganismos en la MFC y no solo a los presentes en la biopelícula; sin embargo, Huggins et al. (2013) indican que la presencia de los electrodos puede actuar como catalizador al estimular el aumento de la tasa de degradación de la materia orgánica.


  Se registró una disminución del 71 % de la DBO en el caso de la MFC alimentada con ARD y de 59 % para el caso de la MFC alimentada con ARI; valores significativamente altos, que estaría demostrando el potencial de remoción de materia orgánica que presentan estos dispositivos. Se han reportado dispositivos de mayor complejidad con la capacidad de remoción entre 80-90 % (Huang et al., 2011). La autosostenibilidad de la MFC combinada con las eficiente tasas de disminución de la DBO han llevado al desarrollo de biosensores con la capacidad de medir la DBO (Hsieh y Chung, 2014).


  La caracterización molecular de la biopelícula (Fig. 3; Tabla 1.) indica que las secuencias encontradas pertenecen al PhylumProteobacteria, clase Deltaproteobacteria; los clones se agruparon en cuatro órdenes diferentes (Desulfuromonadales, Desulfobacterales, Syntrophobacterales y Desulfurellales). Al interior de estos grupos se encuentran microorganismos anaerobios, facultativos y algunos con metabolismo aerobio, quimiolitótrofos, quimioorganotrofos o quimioautótrofos, que pueden utilizar como último aceptor electrónico hierro y sulfato y como donadores de electrones pueden utilizar diversos compuestos orgánicos, que van desde compuestos orgánicos simples, ácidos grasos de cadena larga, alcoholes, cauchos, resinas compuestos aromáticos, hasta hidrocarburos alifáticos o aromáticos (Brenner et al., 2005). Las características pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria indicarían que en estos ambientes se encuentran microorganismos con la capacidad para biodegradar compuestos de interés.


  Sun et al. (2011) indican que la mayor diversidad encontrada en cuatro configuraciones diferentes de ánodos, estaba representada por secuencias de microorganismos no cultivables y pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria; Miran et al. (2015) reportaron que el género más abundante encontrado en sus dispositivos fue Desulfovibrio, perteneciente a la clase Deltaproteobacteria; igualmente, Wang et al. (2014) y Cabezas et al. (2015) reportaron que la clase Deltaproteobacteria se encontraba en mayor abundancia que otros grupos bacterianos en la biopelícula formada sobre los ánodos de sus dispositivos; tendencia que ha sido reportada en aguas residuales y continentales, y en sedimentos marinos. También se ha observado que la mayor abundancia está representada por organismos del PhylumProteobacteria (Sokhee et al., 2014). Al parecer, los microorganismos de la clase Deltaproteobacteria presentan afinidad para conformar la biopelícula sobre los ánodos de las MFC.


  Las biopelículas microbianas están conformadas por diferentes estratos, cada uno con complejas agrupaciones (Rochex et al., 2009); donde microorganismos pueden ocupar regiones específicas condicionando la estructura de la biopelícula (Tian et al., 2016); además, la estatura y composición de una biopelícula cambia a lo largo del tiempo impulsada por cambios ambientales, disponibilidad de nutrientes y factores intrínsecos a las biopelículas (Ribas et al., 2009; Luria et al., 2016).


  Los datos de esté trabajo derivan de la elaboración de librerías genómicas, lo cual representa limitaciones en el análisis de las comunidades microbianas; se asume que las secuencias recuperadas correspondan a los grupos más abundantes; no obstante, las complejidad, estructura y cambios en el tiempo de las biopelículas, requiere de la implementación técnicas donde se destaca la secuenciación de nueva generación (Luria et al., 2016; Tian et al., 2016).


  La densidad de potencia generada por una MFC no podrá llegar a ser igual o mejor que la de una pila de combustible químico (Zhou et al., 2013), sin embargo, esto no estaría indicando que la tecnología de las MFC no sea promisoria; las MFC ofrecen un medio económico para el tratamiento de aguas residuales, donde al parecer el electrodo actuaría como catalizador del proceso al aumentar las tasas de consumo de sustrato. Además, al ser sistemas anaerobios, evitan los costos de aireación y por el contrario, generan energía en el proceso (Huggins et al., 2013). La tecnología de las MFC podría direccionarse al acople de procesos que acompañen la producción de energía con la descontaminación de cuerpos de agua y procesos de biorremediación, de aquí la importancia de conocer y caracterizar los microorganismos asociados a la biopelícula en búsqueda de conocimientos que permitan desarrollar de forma efectiva esa biotecnología.


  CONCLUSIONES.


  Atendiendo a las limitaciones y beneficios que ofrecen las MFC, los estudios sobre esta biotecnología debería centrarse en temas de biorremediación, diversidad microbiana, relaciones entre consorcios microbianos, en el diseño y optimización de dispositivos in-situ amigables con el medio ambiente, que permitan la obtención de energía eléctrica acoplados a sistemas de medición o procesos de biorremediación. Las MFC tendrían la capacidad de producir energía eléctrica de baja potencia, operada en ambientes naturales, donde el uso de los sustratos ambientales como única fuente de energía, haría auto sostenibles los dispositivos. El PhylumProteobacteria, específicamente la clase Deltaproteobacteria, se muestra como un grupo de interés no solo por su versatilidad metabólica y su potencial en biorremediación sino además, por la posible afinidad que presenta por conformar mayoritariamente biopelículas formadas sobre los ánodos de las MFC. Se recomienda el uso de técnicas como DGGE y secuenciación de nueva generación las cuales aportarían información valiosa y más precisa sobre la estructura y la composición de las biopelículas.
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  RESUMEN.


  El arroz, luego del trigo, es el cereal más importante del mundo, sin embargo, es susceptible al ataque de numerosos patógenos, siendo Pyricularia grisea, el más dañino. Este trabajo estableció un sistema de selección in vitro de variedades venezolanas a P. grisea, optimizando el sistema de regeneración por embriogénesis somática (inducción, regeneración y estrés por desecación), sometiendo el callo embriogénico (E) a presión de selección del filtrado crudo "FC" a través de cambios a la misma concentración "MC" o por incrementos progresivos en la concentración "IPC", obteniendo plantas tolerantes al fitopatógeno. El máximo porcentaje de inducción de callo embriogénico oscilo entre 30-65 %, en las cuatro variedades (Araure-4 y Venezuela 21: 1 mg.L-1 + 2 mg.L-1 K; Cimarrón: 3 mg.L-1 + 2 mg.L-1 K; Centauro: 1 mg.L-1 + 2 mg.L-1 BAP), mientras que la regeneración estuvo entre 44 y 52 % con 0.5 mg.L-1 + 2 mg.L-1 BAP a 48 h de desecación para Centauro y 24 h para las otras tres variedades. La frecuencia regenerativa de los callos E disminuyo a medida que se incrementó la concentración del FC, independientemente del método de presión selectiva. El promedio de plantas diferenciada por variedad, dependió del método de presión usado, siendo el sistema IPC (25 % para Centauro y 50 % para las otras tres variedades) el que mostro los resultados más favorables, evidenciándose que para las condiciones de los sistemas selectivos de FC evaluados, la resistencia expresada a nivel de planta in vivo no corresponde a la encontrada in vitro.


  Palabras claves: embriogénesis somática, estrés hídrico por desecación, presión de selección de filtrado crudo in vitro.

  


  ABSTRACT.


  Rice after wheat is the most important cereal in the world, however, it is susceptible to attack by many pathogens, which Pyricularia grisea being the most harmful. In the current study we established an in-vitro selection system of P. grisea on Venezuelan rice varieties. A somatic embryogenesis regeneration system was optimized (induction, regeneration and desiccation) to expose embryogenic callus (E) to crude filtrate "CF" selection pressure through changes at the same concentration "SC" or progressive concentration increments " PIC "of P. grisea, and thus obtain plants tolerant to the pathogen. The maximum percentage of embryogenic callus induction ranged between 30-65 % in the four varieties (Araure-4 and Venezuela- 21: 1 mg.L-1 + 2 mg.L-1 K; Cimarron: 3 mg.L-1 mg.L-1 + 2 K; Centauro: 1 mg.L-1 + 2 mg.L-1 BAP) while regeneration was between 44 and 52 % with 0.5 mg.L-1 + 2 mg.L- 1 BAP 48 h of desiccation for Centauro and 24 h for the other three varieties. The regeneration frequency of embryogenic callus decreased as the concentration of FC increased, regardless of the method of selective pressure. The average differentiated plants per variety, depended on the pressure method used, with the PIC system being the most favorable (25 % for Centauro and 50 % for the other three varieties). The result demonstrated, to resistance expressed for plants in vivo does not correspond to the in vitro conditions.


  Keywords: selection pressure of crude filtrate in vitro, somatic embryogenesis, water stress by desiccation.

  


  INTRODUCCIÓN.


  El arroz es una Angiosperma del grupo de las monocotiledóneas gramíneas cultivables, muy importante agroalimentariamente, ya que es el alimento básico para más de la mitad de la población mundial, principalmente con las variedades de la especie asiática (Oryza sativa L.), cuyo cultivo comenzó hace casi 10.000 años, en muchas regiones húmedas de Asia tropical y subtropical (Acevedo, 2006). No obstante, el incremento exponencial de la población en el mundo y el pronóstico a corto plazo de un estancamiento de áreas de cultivo de arroz, determinaría necesariamente de un aumento en la producción global de este cultivo, a través de nuevas variedades de alto rendimiento que no afecten el medioambiente, y que sean eficientes en el uso de los recursos agua y tierra (Brookes y Barfoot, 2003). En la actualidad, Asia es el continente con la mayor producción de este cereal, con más del 90 % de la producción de arroz a nivel mundial, siendo China el principal productor (FAO, 2016). En América Latina y el Caribe, la producción para el año 2015 se registró en alrededor de 28,5 millones toneladas, un 3 % por encima del año anterior. La recuperación estuvo encabezada por Brasil, el mayor productor de la zona, sin embargo, se redujo considerablemente la producción en Argentina y Venezuela (FAO, 2016).


  El nivel de producción puede verse mermado por distintos factores abióticos o bióticos. En el primer caso, podemos encontrar la poca disponibilidad de agua (estrés hídrico), temperaturas extremas y salinidad, entre otros, mientras que en el segundo caso, tenemos la afectación por parte de bacterias, hongos, insectos, ácaros y virus (Agrios, 1991). En este sentido, se han buscado distintos procedimientos con el fin de desarrollar cultivares de arroz más resistentes a estas enfermedades o plagas, las cuales causan a nivel mundial una reducción de casi el 50 % de la producción total (Agrios, 1991). Entre las enfermedades más nocivas a escala mundial se encuentra el añublo del arroz o piriculariosis producida por un hongo filamentoso conocido como Pyricularia grisea, (Cooke) Sacc (estado anamorfo) o Magnaporthe grisea (Herbert) Barr (estado telomorfo), el cual puede disminuir los niveles de producción en un 35 a 45 % (Agrios, 1991), reportándose en más de 70 países altamente productores de este cereal (Cordero y Rivero, 2001). Asimismo, este organismo fúngico se considera un complejo de la especie Pyricularia grisea, ya que presenta una alta variabilidad genética, encontrándose entre 15 y 70 cepas por país, no conociendo totalmente el mecanismo que facilita dicha diversidad genética, a fin de establecer las eficientes estrategias de control de la devastadora enfermedad que causa este patógeno fúngico (Zhang et al., 2015), encontrándose por ejemplo 267 y 162 cepas de distinto grado de virulencia respectivamente en Bangladesh (Khan et al., 2016) y Brasil (D'Ávila et al., 2016).


  El hongo afecta todas las partes aéreas de la planta de arroz, los nudos del tallo, el cuello de la panícula y la panícula misma. Cuando el ataque es en las hojas, se producen lesiones en forma de diamante de color blancuzco en el centro, órgano más propenso a la infección, mientras que si el ataque ocurre en la fase de plántula o de macollamiento, las plantas quedan totalmente destruidas (Correa y Guimaraes, 1995; Talbot et al., 2001).


  La biotecnología vegetal, abarca el mejoramiento tradicional por cultivo de tejidos y el mejoramiento vanguardista mediante técnicas del ADN recombinante, teniendo como objetivo el desarrollo de nuevos cultivares de plantas, con novedosas características agronómicas. Así se han ejecutado diferentes programas de mejoramiento de arroz por cultivo de tejidos (mediante variación somaclonal y presión de selección) e ingeniería genética (Agrobacterium, biobalística, electroporación entre otros), en los que se han descrito eficientes protocolos de regeneración in vitro, tanto por organogénesis como por embriogénesis somática, siendo esta última la de mayor potencial regenerativo (Raemakers et al., 1995). El mejoramiento genético a través de la presión selectiva con agentes bióticos como las toxinas, determina cambios complejos a nivel genómico, proteómico y metabolómico (Pérez-Clemente et al., 2013). El estrés oxidativo como resultado del daño de los tejidos en condiciones in vitro determinan un incremento de radicales libres que inducen hiper o hipo metilación del ADN, cambios en el número de cromosomas, re arreglos cromosómicos, sustitución y/o deleción de secuencias de ADN (Krishna et al., 2016).


  En la República Bolivariana de Venezuela, el INIA (Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas), Fundación para la Investigación Agrícola DANAC y otras instituciones universitarias (UCV, UCLA, UNELLEZ), han llevado a cabo distintas investigaciones enmarcadas en la producción de nuevas líneas de arroz, con 17 características genéticas favorables (resistencia a plagas, mejores niveles de rendimiento, calidad culinaria, entre otras) para las condiciones de producción, procesamiento y consumo de este cereal en el país (DANAC, 2009). En este sentido, en Venezuela, el arroz es un rubro de suma importancia en las costumbres alimenticias de la población en general, donde forma parte transcendental de la dieta diaria, aunado a que su cultivo genera una importante cantidad de puestos de trabajo (directo e indirecto) en el país y el mundo. De tal manera, es imperante el desarrollo de cultivares de arroz tolerantes o resistentes a distintos tipos de enfermedades, particularmente la devastadora piriculariosis causada por el hongo P. grisea, que presenta una gran variabilidad genética, debido a la aplicación de diversos productos fungicidas tóxicos al ambiente. Así, en un estudio con 11 variedades de arroz venezolanas generadas desde la década de los 50 hasta el 2005, se encontró que a pesar del uso de fungicidas, las mismas se vieron afectadas en su rendimiento por los daños ejercidos por P. grisea, particularmente a nivel foliar, lo cual ratifica la rápida variabilidad genética del patógeno fúngico (Pieters et al., 2011).


  Este proceso es costoso y lento a través de metodologías tradicionales de mejoramiento genético, a diferencia de las técnicas biotecnológicas de última generación, que representan una alternativa viable, siendo la técnica de cultivo de tejidos basada en la presión de selección de filtrado crudo de toxinas de P. grisea en callos embriogénicos de arroz, una metodología factible a la hora de desarrollar cultivares resistentes a dicha enfermedad, lo cual derivaría en una mayor producción de este cereal al disminuir la incidencia del padecimiento causado por este patógeno sobre el cultivo. Asimismo, se evidenciaría un impacto positivo en la agroindustria, al no aplicar productos químicos costosos y tóxicos al ambiente, dado a que se contaría de una manera eficiente y rápida de obtener nuevas variedades resistentes a nuevas razas del hongo, reduciendo el costo final al consumidor de este importante rubro. Por lo cual, el objetivo fundamental de esta investigación fue el establecimiento de un sistema de selección in vitro de cultivares venezolanos de arroz (Oryza sativa L.) tolerantes al hongo P. grisea..


  MATERIALES Y MÉTODOS.


  Sistema de regeneración por variedad de arroz; inducción, regeneración, estrés por desecación.


  Se utilizaron como explantes semillas maduras descascaradas de cuatro variedades venezolanas de arroz (Oryza sativa L.), suministradas por el INIA-Portuguesa e INIA-Maracay; altamente productivas (6-7 Kg.ha-1) y de alta calidad de grano (56-59 % de granos enteros): Araure-4, Centauro y Venezuela-21 poseen alto rendimiento granífero y son resistentes al hongo Pyricularia grisea, mientras la variedad Cimarrón es de menor rendimiento y alta susceptibilidad (pero de alta recuperación) al hongo (Montoya et al., 2007). La desinfección de las semillas se realizó en una cámara de flujo laminar horizontal (Telstar AH-100), primero lavando superficialmente en agua destilada estéril con jabón líquido (Brisol) y Tween 20 (3 gotas/100mL) durante 10 min en agitación continua; seguidamente se aplicó alcohol isopropílico al 70 % durante 1 min, seguido de cloro comercial (Nevex 5 % hipoclorito de Sodio; sin diluir) al 30 % más Tween 20 (1 gota.10mL-1) por 5 min, finalizando con tres lavados con agua destilada estéril por 5 min cada uno. Luego los explantes fueron sembrados in vitro en diferentes medios de cultivo, siguiendo un sistema de dos etapas (inducción y regeneración), establecido para el cultivo del arroz (Vasil, 1987). Se utilizó el medio salino de Murashige y Skoog (1962), suplementado con 2 mg.L-1 de glicina, 1 mg.L-1 de tiamina-HCl y 0.5 mg.L-1 de piridoxina-HCl (Zhuang y Jia, 1983), mioinositol 10 mg.L-1 y sacarosa al 3 % para los medios de inducción y 5 % para los medios de regeneración, con Agar Powder al 1,6 %, esterilizándose a 15 lb y 121 °C (15 min). En la primera etapa (4-8 semanas), se indujo la formación del callo, utilizando medios con ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) solo o combinado (1, 2, 3, 4 y 5 mg.L-1) con 2 mg.L-1 de las citocininas, 6-Furfuril-aminopurina (K) o 6-Benzil-aminopurina (BA), mientras que la segunda etapa consistió en regenerar plantas a partir de callos con capacidad regenerativa (embriogénicos) inducidos en la primera fase, remplazándose el 2,4-D por 0.5 mg.L-1 de ácido indolacético (AIA), combinado con 2 mg.L-1 de K o BA, colocando las semillas con el escutelo (zona embrionaria) sobre el medio de cultivo de inducción en placas de Petri (diez semillas por placa; 300 semillas por tratamiento), a 30 °C, en oscuridad continua, y a luz continua (120µE/m2s1) en la etapa de regeneración siguiendo lo establecido por Fernández y Cardona (2010) y Fernández (2012). Luego a partir de los medios óptimos de inducción y de regeneración por variedad, se optimizó el proceso regenerativo por embriogénesis somática mediante el estrés hídrico u osmótico por desecación, seleccionando callos embriogénicos (E), que se sometieron a un tratamiento de desecación (0, 24, 48 y 72 h), de acuerdo a lo planteado por Fernández (2010), sub cultivando 30 callos E por tratamiento en placas Petri estériles (diez por placa) con papel de filtro #1 en oscuridad continua y 30 ºC, para luego ser repicados en los medios de regeneración respectivos en luz continua y a 30 °C.


  Para determinar los medios óptimos de inducción y de regeneración por variedad, luego de cada etapa de cultivo, se calculó las frecuencias de inducción de callo total (T), callo embriogénico (E), callo no embriogénico (NE) y callo rizogénico (R), y la frecuencia de regeneración de plantas, empleando las formulas planteadas por Zaidi et al. (2006): Frecuencia de callo T= (# callos / #semillas sembradas) x100; Frecuencia de callo E= (# callos E/ #semillas sembradas) x 100; Frecuencia de callo NE= (# callos NE/#semillas sembradas) x 100; Frecuencia de callo R= (# callos R/#semillas sembradas) x 100; Frecuencia de regeneración= (#callos regenerados/#callos embriogénicos cultivados) x 100.


  Caracterización morfológica y anatómicamente el proceso regenerativo por embriogénesis somática.


  Los estudios morfológicos e histológicos de los distintos callos desarrollados (no embriogénico, rizogénico, caulogénico y embriogénico), en particular el embriogénico que fue el sometido a la presión selectiva, se realizaron en el Centro de Biotecnología Aplicada (CBA) del Departamento de Biología de la Universidad de Carabobo (Naguanagua-Edo. Carabobo), empleando una Lupa Leika MZ75 y un microscopio de luz Leika DM1000 acoplados con una cámara digital Canon Powershot S70. Los cortes de 0,25 μm de las muestras de callos previamente deshidratadas en batería creciente de alcohol etílico (10, 30, 50, 70, 90 y 100 %) e incluidas parafina sintética "paraplas" (1 hora en xilol, 1 hora en 1:1 xilol-parafina, 24 horas en parafina a 63 °C), se realizaron con el micrótomo de rotación automático Leica RM2265 del CBA, tiñéndose con hematoxilina-eosina (1:1) al 1 %, efectuando el montaje semi permanente, sellando los cortes con gelatina glicerina (Johansen, 1940).


  Sistemas de selección del filtrado crudo (FC) de Pyricularia grisea por variedad de arroz: incremento progresivo (IPC) y ciclo de intercambio a la misma concentración (MC).


  El cultivo de Pyricularia grisea se realizó primero en un medio sólido compuesto por sacarosa al 3 %, cáscaras de arroz (13g.L) y agar al 1,3 %, 2 mg.L de glicina, 1 mg.L de tiamina-HCl y 0,5 mg.L de piridoxina-HCl, a temperatura ambiente y luz continua, durante un mes. Luego se tomó mediante un asa de platino, el micelio del cultivo original después de observar un crecimiento micelial en toda la placa, removiendo cuadros de la zona periférica (micelio joven y activo con conidióforos), para cultivarse en medio líquido modificado Czapek, en un agitador continuo (P-SELECTA) a 80 rpm en oscuridad y a temperatura ambiente por dos semanas, a partir del cual se obtuvo el filtrado crudo (FC) con las toxinas fúngicas de P. grisea, filtrando el líquido resultante colocando sobre las fiolas tres capas de gasa clínica estéril, para eliminar en lo posible restos celulares. Posteriormente al filtrado se le aplicó un tratamiento de desproteinización adicionando Metanol en un volumen (1:1) mantenido a 5 ºC, eliminando los residuos mediante papel de filtro Whatman # 40. Seguidamente para concentrar el filtrado este se colocó en un concentrador para Eppendorf al vacío a 60 ºC por un periodo de 4 h hasta obtener un equivalente al 50 %. El último paso, consistió en esterilizar el filtrado mediante un milipore de 0.45μ, en campana de flujo laminar horizontal, almacenándose en frascos ámbar y guardándose en nevera para su subsiguiente uso en los medios de cultivo, siguiendo así el protocolo de Narayan et al. (1995) y Guimaraes et al. (1996).


  La presión de selección se ejerció inoculando los callos embriogénicos en el FC, a oscuridad continua y a temperatura ambiente, en medio de inducción líquido (120 callos E; 15 por fiola de 100 ml) optimo según la variedad, para así asegurar el mayor contacto de la toxina a las células. Tal protocolo se aplicó en dos direcciones como lo planteo El- kazzaz et al. (2009), estableciéndose primero la concentración mínima inhibitoria del FC, en función de la variedad de arroz, a través del porcentaje de callos embriogénicos supervivientes (no necróticos) al estrés fúngico. En ambos protocolos se estableció un ciclo de intercambio de medio con o sin el FC (5, 10, 25, 50, 75 y 100% y el control sin filtrado), a fin de facilitar la selección y recuperación de células potencialmente resistentes, realizándose para cada cambio lavados de los callos con agua destilada estéril con el objeto de remover la toxina. En el primer sistema se evaluó el porcentaje de callos embriogénicos resistentes al filtrado fúngico crudo en función del incremento progresivo de la concentración del mismo "IPC" (siete días expuestos al FC y 15 días sin el mismo), mientras que en el segundo se determinó el porcentaje de callos embriogénicos resistentes al filtrado fúngico crudo en función del ciclo de intercambio a la misma concentración del mismo "MC" (un mes expuestos al FC, un mes sin FC y un mes con FC).


  Se determinó la frecuencia de formación de callo embriogénico, necrosis y plantas regeneradas para todas las variedades estudiadas, mediante fórmulas de Zaidi et al. (2006): Frecuencia de callo embriogénicos E = (# callos E /#semillas sembradas) x100; Frecuencia de callo E necróticos = (# callos E necróticos/# Callos E cultivados) x100; Frecuencia de plantas regenerada s= (#plantas diferenciadas/#callos embriogénicos cultivados) x100.


  Tanto para lo optimización del sistema regenerativo (inducción, regeneración, desecación), la caracterización morfo anatómica, así como de la presión selectiva con el FC, se utilizó un diseño completamente aleatorizado, tomando el número de muestras indicado para cada fase. Los análisis estadísticos de los procesos de inducción y regeneración, influencia de la desecación y de la toxina de P. grisea, se basaron en la aplicación del modelo lineal aditivo, junto con el Análisis de Varianza (ANOVA) mediante el programa estadístico Statatistic v 17.0.


  RESULTADOS.


  En la etapa de inducción, al ensayar medios suplementados con 2,4-D sólo o combinado con K o BA, se encontraron distintas frecuencias de callogénesis para las cuatro variedades de arroz. Las de callo total (T) oscilaron entre 10-75 % para Araure-4 y 45-74 % para Cimarrón (Tabla 1), mientras que para Centauro y Venezuela-21, estuvieron entre 52-90 % y 51-86 % respectivamente (Tabla 2). Para callo no embriogénico (NE), en Araure-4 estuvo entre 5-64 % y en Cimarrón entre 26-96 % (Tabla 1), a diferencia de Centauro con 40-76 % y en Venezuela-21 con 44-85 % (Tabla 2). Con el callo rizogénico (R) se observó una tendencia similar, con una frecuencia de 4-33 % para Araure-4 y 25-89 % para Cimarrón (Tabla 1), mientras en Centauro fue 14-81 % y en Venezuela-21 fue de 15-86 % (Tabla 2). Por último, la frecuencia de callo embriogénico (E) estuvo entre 5-64 % para Araure-4 y 4-58 % para Cimarrón (Tabla 1), a diferencia de Centauro y Venezuela-21, que presentaron una frecuencia de 20-65 % y 20-81 % respectivamente (Tabla 2), resaltándose el hecho que el mayor desarrollo del callo E, se evidenció en todos las variedades a las menores concentraciones de la auxina 2,4-D (1-3 mg.L-1) solo o combinado con las citocininas K o BA. Así para la variedad Araure-4 se halló un 30 % de callo E en 3 mg.L-1 de 2,4-D, 64 % en el medio con 2,4-D 1 mg.L-1+ K 2 mg.L-1 y 30 % en 2,4-D 1 mg.L-1 + BA 2 mg.L-1 (Tabla 1). Para Cimarrón, se observó un 40 % con 2,4-D 1 mg.L-1, 58 % en 2,4-D 3 mg.L-1+ K 2 mg.L-1 y 39 % en 2,4-D 3 mg.L-1 + BA 2 mg.L-1 (Tabla 1). En la variedad Centauro, se encontró un mayor porcentaje de callo E, en el medio con 2,4-D 1 mg.L-1 combinado con 2 mg.L-1 de K o BA (65 %) y en 2,4-D 3 mg.L-1 (59 %) (Tabla 2). Al final, en la variedad Venezuela-21 se halló que el mayor porcentaje (81 %) de callo E, estuvo en el medio suplementado con 1 mg.L-1 de 2,4-D, seguido por 63 % observado en medios con 1 mg.L-1 de 2,4-D con 2 mg.L-1 de K o BA (Tabla 2).
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  Con respecto a la fase regenerativa, al evaluar los resultados de dos medios de regeneración con o sin estrés hídrico, también se encontró una respuesta diferencial en función de la variedad, evidenciándose la diferenciación de plantas entre 9-52 %, con un promedio de 3.2-22.1 plantas por callo E, siendo mayor ésta en el medio que esta suplementado con 2 mg.L-1 de BA, particularmente con estrés osmótico por desecación. Así con Araure-4 se regenero un 39 % (15.9 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de K y 49 % (20,0 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de BA, Cimarrón un 38 % (15.7 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de K y 52 % (22.1 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de BA y Venezuela-21 un 34 % (15.4 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de K, 48 % con 2 mg.L-1 de BA (21.2 plantas/callo), todas a 24 horas de estrés, a diferencia de Centauro que proliferaron plántulas en un 37 % (16.1 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de K y 44 % (19.5 plantas/callo) con 2 mg.L-1 de BA a 48 horas de estrés (Tabla 3). Las plantas regeneradas, son producto de la germinación de embriones somáticos desarrollados en callo embriogénico (Fig. 3A), diferenciándose plántulas completas (Fig. 3B-C), hasta formar macollas (Fig. 3D).
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  Con respecto a la caracterización morfo anatómica del proceso regenerativo, se observó que este fue indirecto, ya que las plantas se diferenciaron a partir de callo. Esta masa celular sin diferenciación alguna, se desarrolló de la zona embrional de la semilla, en particular del escutelo (Fig. 1A). Se distinguió un heteromorfismo callogénico, ya que se encontraron diferentes tipos de callo: callo no embriogénico (NE), callo rizogénico (R), callo caulogénico o con brotes (Br) y callo embriogénico (E), siendo común hallar callos de naturaleza mixta, producto de la combinación de dos o más tipos de callo. Los callos NE, fueron "friables" (término clásico que representa una consistencia suave de fácil disgregación), de superficie irregular y de color amarillo claro, pudiendo en su mayoría estar acompañados en menor proporción por callo E (Fig. 1B), histológicamente está conformado por células pequeñas de forma irregular y alargada, de citoplasma poco denso (Fig. 2A). Los callos R, de apariencia compacta, con variada coloración, desde blanco, amarillo hasta marrón claro, con una superficie conformada por raíces alargadas, densamente cubiertas de pelos radiculares (Fig. 1C), combinado muchas veces con callo NE (Fig. 1D), observándose anatómicamente como un agrupamiento de primordios radiculares, conformados por células irregulares pequeñas (Fig. 2B). El callo caulogénico es compacto, de apariencia foliosa y de coloración verdosa (Fig. 1E), combinado algunas veces con callo R (Fig. 1F). Los callos E, fueron compactos, de superficie lisa, de apariencia globular y de color blanco crema (Fig. 1G), combinado muchas veces por callo NE (Fig. 1H), anatómicamente presenta células de forma isodiamétrica pequeñas, densas en citoplasma, núcleo prominente y gran cantidad de gránulos de almidón (Fig. 2C), constituyendo grandes masas proembriogénicas (Fig. 2D), a partir de las cuales se diferencian en la mayoría de los casos, embriones somáticos individuales con una epidermis uniestratificada, denotándose el origen unicelular de los mismos (Fig. 2E). Al someter los callos embriogénicos al estrés hídrico, las células meristemáticas típicas del mismo ya descritas (Fig. 2F), se tornaron más densas en su contenido citoplasmático (en particular en gránulos de almidón), a medida que era mayor el tiempo de desecación, aunado a incremento de densidad de tejido vascular a 24 (Fig. 2G) y 48 h (Fig. 2H), particularmente vasos xilemáticos (Fig. 2I), y agrupaciones de células plasmolizadas en 72 h (Fig. 2I).


  Al evaluar el efecto de la presión de selección del filtrado crudo (FC) de P. grisea en el desarrollo de callo E, se encontró que a medida que se incrementaba la concentración del FC disminuía la frecuencia de callo E viable (sin necrosis, con crecimiento continuo, de células embriogénicas), dado que el estrés ejercido por las toxinas fúngicas afectan las células del callo, generando gran cantidad de compuestos fenólicos que tornan el callo de consistencia compacta y de color blanco crema a uno laxo de fácil disgregación y de color marrón a negro, facilitando así la necrosis del mismo. Así se observó que en el sistema selectivo a la misma concentración de FC (MC), la disminución de callo E estuvo entre 65 y 25 % para Araure-4, 73 y 23 % para Cimarrón, 56-24 % para Centauro y 53-13% para Venezuela-21, no desarrollándose callo E, a partir de 50 % en todas las variedades, excepto para Centauro que fue desde de 25%, mientras que para el sistema selectivo por incremento progresivo de concentración del FC (IPC), la merma fue de 68 y 11 % para Araure-4, 65 y 15 % para Cimarrón, 62-25 % para Centauro y 65-5 % para Venezuela-21, sin proliferación de callo E, a partir de 75% a excepción de Centauro que fue a 50 %. De tal manera, que esta respuesta se dio independientemente de la variedad de arroz y sistema de selección, no obstante, el efecto fue mayor con el método MC, donde la concentración mínima inhibitoria (CMI) estuvo en 50 % del FC, a diferencia del método IPC que la CMI fue a 75 % del FC, menos Centauro que fue a 25 y 50 % respectivamente (Tabla 4). De igual forma, hay que destacar que las variedades susceptibles Araure-4 y Cimarrón demostraron una mejor respuesta al registrar mayores frecuencias de desarrollo de callos E y por ende menor porcentaje de necrosis, con respecto a Venezuela-21 y Centauro para ambos sistemas aplicados.
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  Con respecto al promedio de plantas regeneradas, la respuesta es similar a la descrita con el desarrollo de callo E, en función de los sistemas de presión de selección de FC, donde la diferenciación de plantas disminuye a medida que se incrementa la concentración del FC. Por lo cual, con el método MC, el descenso de plantas regeneradas por callo E oscilo de 4 y 2.5 plantas/callo para Araure-4, 3.3 y 2.4 plantas/callo para Cimarrón, 3.1-1.6 plantas/callo para Centauro y 3.4-1.5 plantas/callo para Venezuela-21, no regenerándose plantas, a partir de 50 % en todas las variedades, excepto para Centauro que fue desde 25 %, mientras que para el método IPC, el declive fue 3.2 y 2 plantas/callo para Araure-4, 3 y 1.5 plantas/callo para Cimarrón, 2.9-1.6 plantas/callo para Centauro y 3.6-1 plantas/callo para Venezuela-21, sin diferenciación de plantas, a partir de 75 % a excepción de Centauro que fue a 50 %. Así, La respuesta regenerativa fue independiente a la variedad de arroz y metodología de selección, con un grado de significancia de p< 0,05, ratificando el hecho que para Araure-4, Cimarrón y Venezuela-21, la CMI fue 50 % y 75 % para el método MC y IPC respectivamente, a diferencia de Centauro que fueron menores, 25 % para MC y 50 % para IPC respectivamente (Tabla 4). Es importante resaltar, que las variedades resistentes, Centauro y Venezuela-21, mostraron una menor respuesta regenerativa, al tener los promedios regenerativos más bajos, en relación a Araure-4 y Cimarrón para ambos sistemas aplicados.


  Al analizar la comparación entre la concentración del FC y la proliferación de callo E con respecto al método de presión selectiva, se evidencia un mayor porcentaje de callos regenerativos, al realizar exposiciones de los mismos a incrementos progresivos con y sin la toxina (IPC), encontrándose diferencias significativas con un p<0,05, para Araure-4, Cimarrón y Venezuela-21 al 50 % y Centauro al 25 % (Tabla 5).
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  Al realizar los análisis histológicos en callos embriogénicos de las cuatro variedades de arroz, sometidos al FC de P. grisea, con ambos sistemas selectivos, se evidenció una leve diferencia en las características e integridad de las células de los cuerpos pro embriogénicos o embriones somáticos diferenciados. De tal manera, se observó que las células embriogénicas se ubicaron en la parte externa del callo, mientras que en la parte interna las células fueron más grandes y con poco contenido citoplasmático, resaltándose el hecho que a bajas dosis del FC, las células meristemáticas se tornaban más densas en su contenido citoplasmático, particularmente en gránulos de almidón (Figs. 4AB-5HI), mientras que si la concentración del FC era mayor (a partir de 10 %), dichas células se observaban necróticas en la parte externa del callo, conformando una capa que encapsulaba las masas proembriogénicas, nódulos meristemáticos y embriones somáticos, pareciendo un mecanismo anatómico de protección, aunado a la mayor presencia de tejido vascular en la zona interna del callo (Figs. 4CD-5JK), necrosándose y plasmolizándose parcialmente a partir de 50 % y totalmente en 100 % (Figs. 4EFG-5LMN). Este hecho es más notable a partir de 10 % del FC en ambos sistemas de presión de selección evaluados, no obstante, es mucho más evidente con el sistema MC. Asimismo, a medida que se incrementa la concentración del FC en los dos sistemas aplicados, se detalló una mayor degradación celular independientemente del método de presión de selectiva, siendo ésta más evidente y rápida en las variedades resistentes (Centauro y Venezuela-21), aspectos no observados en los tratamientos sin FC (control) (Figs. 4AH-5AH). De igual manera, se encontró un mayor desarrollo de tejido vascular, particularmente agrupaciones de vasos xilemáticos, a partir de 10 % o 25 % del FC. También se pudo observar la presencia de abundantes gránulos de almidón en las células de las masas proembriogénicas de los callos, sometidos al contacto con el FC desde 10 % hasta a 50 % en la variedad Cimarrón y en menor proporción en Araure-4 (ambas susceptibles) (Figs. 4CDEJKL), siendo estas variedades las que expresaron la mayor resistencia y frecuencia de regeneración de plantas en comparación a las variedades resistentes Venezuela-21 y Centauro.
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  DISCUSIÓN.


  El establecimiento de un eficiente sistema de regeneración in vitro en cereales, consta de dos fases, la primera de inducción de la competencia embriogénica y la segunda consiste en la regeneración de plantas (Fernández y Cardona, 2010; Fernández, 2012). En este sentido se indujo la producción de callos embriogénicos (primera fase), a partir de la zona escutelar de las semillas de arroz, ya que se ha demostrado que es un excelente explante por su alta totipotencia en la producción de embriones somáticos (Fernández y Cardona, 2010; Fernández, 2012). Entre los factores fundamentales más importantes en la inducción de callo embriogénico, está el genotipo y la concentración, tipo y combinación de reguladores de crecimiento, en particular el balance auxina/citocinina (Shahsavari et al., 2010; Kadhimi et al., 2014). Así por lo general en la primera fase se emplean una auxina sola (Shahsavari, 2010; Ghobeishavi et al., 2015) o combinada con otra auxina (Roly et al., 2014) o una citocinina (Dissanayaka y Dahanayake, 2014), mientras que en la segunda etapa se utiliza una baja dosis de auxina combinada con una citocinina (Ghobeishavi et al., 2015) o dos (Mahajan y Sharma, 2015).


  La respuesta fisiológica diferencial en la producción de callos en función de las diferentes variedades, ya ha sido reportado en estudios anteriores, señalando la principal influencia de reguladores del crecimiento como el 2,4-D, solo o combinado con citocininas, hormonas esenciales en la inducción callogénica en cereales y en particular en arroz (Kadhimi et al., 2014), aunado al balance exógeno y endógeno de auxinas y citocininas (Ilahi et al., 2005). De tal manera, que es típico en variedades de arroz Indica, el favorecimiento de la embriogénesis somática a bajas dosis de auxinas, en particular entre 1-3 mg. L-1 (Fernández y Cardona, 2010; Fernández, 2012). Además, de esto la edad o vigor del explante en conjunto con el linaje genético, son uno de los principales factores que pueden incrementar la inducción de callos embriogénicos (Joyia y Khan, 2012), determinando que la alta variabilidad genotípica está relacionada a la amplia y diversa respuesta de inducción entre las variedades, tal como lo describieron Fernández y Cardona (2010) y Fernández (2012).


  Como en la mayoría de los cereales, bajo condiciones similares de cultivo in vitro, en arroz, se observan distintos tipos de callos: Embriogénico (E), No embriogénico (NE) y organogénico (rizogénico y caulogénico), así como combinaciones de ellos, representando una extensa heterogeneidad morfológica, que puede estar relacionada con la capacidad regenerativa, tal como lo ha descrito, Fernández y Cardona (2010) y Fernández (2012). Asimismo, las elevadas y diferenciales respuestas regenerativas en función del cultivar, ratifican los hallazgos encontrados por diferentes investigadores, que evidencian altas frecuencias de regeneración en cultivares de arroz indica, al emplear medios suplementados con BA entre 2 mg.L-1 (Jan et al., 2001) y 2,5 mg.L-1 (Tariq et al., 2008) en callos embriogénicos, caracterizados por presentar una gran cantidad de masas proembriogénicas (Ge et al., 2006), las cuales exhiben centros meristemáticos, como nódulos o sacos de células pequeñas con mayor contenido citoplasmático, que son capaces de originar embriones somáticos (Bevitori et al., 2014).


  Cualquier estrés biótico o abiótico, afecta el grado de desarrollo del callo embriogénico, y con ello su capacidad regenerativa tanto en organogénesis como de embriogénesis somática, pudiendo esto estar relacionado con el estatus hídrico fisiológico a nivel celular, aumentando la acumulación de gránulos de almidón, previa a la transferencia a medio de regeneración. Dicho almidón posiblemente será fuente de energía para el desarrollo de plantas, ya que éste desaparece en esa fase, aumentando la actividad de enzimas hidrolíticas y el nivel de glucosa libre (Huang y Liu, 2002). Asimismo, la presencia de elementos vasculares, indica que el callo se esta citodiferenciando, siendo importantes para el transporte de los nutrientes necesarios para el desarrollo del mismo, así como de estructuras regenerativas tales como embriones somáticos, brotes y raíces (Sangduen y Klamsomboon, 2001). En este orden de ideas, nuestros resultados reafirman el planteamiento anteriormente descrito, aunado al hecho que los callos embriogénicos sometidos a estrés hídrico por desecación, presentaron incremento en el número de embriones somáticos diferenciados, tal como se ha descrito en trabajos previos de nuestra autoría (Fernández, 2010; Fernández y Cardona, 2010).


  La presión de selección por cultivo de tejidos es una herramienta sencilla, rápida y económica de obtener líneas celulares resistentes y/o tolerantes a algún estrés biótico o abiótico, utilizando para ello agentes selectivos relacionados al mismo. Esta metodología se fundamenta en la inducción de variaciones genéticas estables conocida como variación somaclonal, ya sea a nivel de células, como de tejido, órgano o planta completa. No obstante, su limitación es la poca correlación entre la capacidad regenerativa y los mecanismos que operan en la adquisición de la tolerancia al estrés, de tal manera, que es factible la aparición en células no tolerantes, del fenómeno de adaptación epigenética (principalmente originado por cambios en la metilación del ADN) que solo es heredable por mitosis, que enmascara las variaciones deseables, realmente estables y heredables tanto por mitosis como por meiosis. Para evitar la aparición de estas células adaptadas epigenéticamente, se debe recurrir a intervalos de estrés cortos o una sola fase con el agente selectivo (Rai et al., 2011). Asimismo, se plantean que existen algunos mecanismos de resistencia a toxinas fúngicas pueden basarse en la capacidad de un gen R, para inactivar una toxina, la cual generalmente induce los síntomas de la enfermedad o inhibe la inducción de la respuesta de defensas activas a nivel de la planta, ya sea a través de la expresión de proteínas relacionadas a la patogénesis, péptidos antifúngicos o fitoalexinas. Es importante resaltar que algunas variedades metabolizan más toxinas (como el ácido picolínico) que otras. Por otra parte, la elección del nivel de la planta apropiada, juega un papel importante en el desarrollo óptimo del sistema de regeneración previamente establecido y en la correlación entre la resistencia expresada in vivo e in vitro (Slavov, 2005; Rai et al., 2011). Aunado a ello, Barreto (1993), señala que callos de tabaco (Nicotiana tabacum) sometidos a un filtrado tóxico de S. rolfsii, mantuvieron sus características, crecimiento y capacidad regenerativa, mientras que Ganesan y Jayabalan (2006), indican que incrementos en la concentración de un filtrado de Fusarium oxysporum, promueve una disminución en la viabilidad de callos de algodón (Gossypium hirsutum) los cuales se tornaron de un color marrón oscuro y se necrosaron, disminuyendo los promedios regenerativos, a diferencia de Fernández et al. (2000), que sugieren la habituación o escape de los efectos del FC de Colletotrichum lindemuthianum, a bajas concentraciones del mismo, en callos embriogénicos de Phaseolus vulgaris..


  Las diferencias de respuesta al estrés entre las cuatro variedades de arroz evaluadas en este trabajo, puede deberse al genotipo y las condiciones fisiológicas de los explantes, los cuales son factores que inciden directamente en la regeneración, así como a un desbalance exógeno y/o endógeno de las concentraciones de reguladores de crecimiento como las auxinas y citocininas, (Michaux-Ferriere y Carrión, 1989). Asimismo, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Chand et al. (2008) en Hordeum vulgare, donde señalan la existencia de una correlación lineal entre las concentraciones de fitotoxinas parcialmente purificadas y la mortalidad de los cultivos de embriones somáticos. De igual manera se relaciona la necrosis a la producción de etileno en respuesta a la toxina fúngica, particularmente en variedades susceptibles, mientras que en las resistentes es minimizado por mecanismos moleculares de neutralización (Chand et al., 2008). En este sentido, desde el punto de vista morfológico la capacidad regenerativa de los callos y la concentración de la toxina están inversamente relacionados, donde se visualiza un menor porcentaje de callos embriogénicos por el aumento de la necrosis de los mismos a medida que se incrementa la dosis de toxina, siendo mayor este fenómeno en variedades susceptibles, en particular a concentraciones superiores al 50 %, tal como lo indicaron Bay et al.(1997) en variedades de arroz de Vietnan. No obstante, en las células tolerantes al estrés, a nivel molecular se observa la activación de mecanismos génicos de resistencia dada la aparición de patrones enzimáticos relacionados, como Esterasas y Alcohol deshidrogenasas, tal como lo indicaron El-Banna y Khatab (2012) al caracterizar somaclones de arroz resistentes a la P.grisea, derivados del cultivo de tres semanas en filtrado crudo del hongo.


  La respuesta diferencial en el proceso regenerativo se podría deber a que la resistencia a P. grisea en arroz, podría estar relacionado con la presencia de un par de genes heterocigotos y dichas variaciones pueden ser atribuidas a la inducción de mutaciones (variaciones somaclonales), dentro de las células del callo, encontrándose un mosaicismo en el mismo, los cuales están conformados por células resistentes y sensibles, coincidiendo nuestros hallazgos a lo descrito por El-Kazzaz et al. (2009), al aplicar el método de presión de selección paso a paso, basado en la exposición de los callos a ciclos de presión con concentraciones iguales (MC) y concentraciones crecientes (IPC) del filtrado fúngico, intercalados por periodo de recuperación de los explantes en medios libres del FC, en dos variedades de arroz (Giza 176 y Riho). Con respecto al tratamiento MC, no obtuvieron resultados a concentraciones mayores al 5% para ambos genotipos estudiados, mientras que con el IPC obtuvieron callos regenerativos a concentraciones de 50 y 100 %, concluyendo que este segundo método es más efectivo y rápido en inducir la producción de callos que no se adaptan al cultivo filtrado, pero que son tolerantes a ellos, lo que disminuye el mosaicismo celular, permitiendo así un mayor desarrollo de células potencialmente resistentes al medio selectivo, lo cual garantizaría en mayor medida la estabilidad de la resistencia de los callos o plantas. De igual manera, nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por Uchiyama et al. (1984) en arroz, señalando que la respuesta de los callos de variedades resistentes y susceptibles cultivados con ácido tenuazonico (producto de un cultivo filtrado), fue distinta a la respuesta expresada en las hojas de plantas maduras, no siendo igual la resistencia expresada in vivo en plantas y en in vitro en callos, debido la expresión diferencial de los genes R. Así mismo, Cornide et al. (1995), señalan que la metabolización y la posterior inactivación de las toxinas producidas por P. grisea, se produce como consecuencia de la desintegración por parte de la planta de componentes tóxicos contenidos en los filtrados, en un periodo de tiempo de 4 a 5 días, debido a la conversión de estas toxinas en un éster metílico no tóxico, explicándose el hecho de la no correlación entre la resistencia al FC a nivel de la planta y no del callo. Otros investigadores como Prabhu y Rush (1997), señalan que el efecto estimulatorio del ácido picolinico de P. grisea, en el crecimiento de callos de cultivares de arroz altamente susceptibles, muestran una alta resistencia a la toxina, en contraste con cultivares altamente resistentes que expresan baja sensibilidad, lo que señala una ausencia de correlación entre la resistencia a la toxina en callos y la planta hospedadora resistente al patógeno, lo cual, podría estar relacionado al mecanismo de defensa, que en plantas de arroz se conoce como inhibición respiratoria, sin embargo, es poco conocido si esto ocurre a nivel de callos, por lo que se infiere que el efecto letal de la toxina depende de la variedad.


  Las distintas respuestas entre variedades resistentes y susceptibles a nivel de callo y planta no sólo se evidencian en arroz, también se ha encontrado en otras especies. En tabaco se observó que callos de variedades susceptibles a la enfermedad de la mancha negra (Phytophthora parasitica var. nicotianae), expuestos a los efectos de las toxinas del patógeno, sobrevivieron mejor en comparación a los callos originados de variedades resistentes a dicha enfermedad (Slavov, 2005). Del mismo modo, Diez y Gil (2002), en callos de Olmo con FC de Ophiostoma novo-ulmi, no encuentran relación con el nivel de resistencia de los clones, disminuyendo un 40 % el crecimiento de callos resistentes, no afectándose los callos susceptibles, explicándose que las toxinas fúngicas se producen únicamente en la planta intacta, por lo que, tal resistencia vendría ligada a mecanismos que no implican tolerancia hacia toxinas in vitro, sino a características anatómicas y fisiológicas diferenciales entre individuos susceptibles y resistentes. Por último, podemos sintetizar que la supervivencia de los cultivos celulares en presencia de toxinas de patógenos, no siempre refleja la resistencia de la planta intacta a la correspondiente enfermedad, ya que se ha reportado que los callos de cultivares resistentes son en cierta medida resistentes a la colonización por patógenos comparado con los callos de cultivares susceptibles. Sin embargo, esto no está del todo claro y depende en gran medida de ciertas variables como las condiciones del cultivo y el genotipo (Daub, 1986).


  Finalmente, el estrés ejercido por el filtrado crudo (FC) del patógeno se evidencia a nivel molecular y no morfológico, pudiendo detallarse específicamente a nivel anatómico, ya sea estructural como ultraestructural, en particular a elevadas concentraciones del FC, donde se observa degeneración de la estructura celular, por plasmólisis, ruptura de la plasmelema y vacuolación de la mitocondria (Wei et al., 1999), así como la hiperplasia del parénquima, todo ello más notorio en las variedades susceptibles (Flores et al., 2012). De tal forma, que nuestros resultados reafirman el hecho que la plasmólisis celular se presenta en tratamientos con altas dosis de FC.


  CONCLUSIONES.


  El sistema de regeneración in vitro, tanto en inducción, regeneración como de estrés hídrico por desecación, está influenciado por el genotipo. Encontrando la mejor respuesta de inducción a bajas concentraciones de 2,4-D combinado con cinetina (K) y bencil-aminopurina (BA), mientras que la regeneración fue mayor con BA a 24 de h de desecación en todas las variedades, excepto Centauro que fue a 48 h. La respuesta callogénica y regenerativa a la presión de selección con FC, dependió de la variedad, siendo el sistema de incremento progresivo de la concentración del FC (IPC) el que mostro los mejores resultados, en particular con el promedio de plantas regeneradas por variedad, siendo el CMI 25 % para Centauro y 50 % para las otras tres variedades. Asimismo, se evidencio que bajo las condiciones experimentales de este trabajo, la resistencia expresada a nivel in vitro no corresponde a la encontrada in vivo..
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  RESUMEN


  Se registra por primera vez a Laternea pusilla para Colombia, un macrohongo que prolifera en un bosque húmedo montano bajo (bh-MB) de los Cerros Orientales de Bogotá, departamento de Cundinamarca. La especie es descrita e ilustrada con fotografías y se aporta información sobre su distribución, ecología y sustrato de crecimiento. Así, el género Laternea queda representado en el país por dos especies, L. triscapa y L. pusilla.


  Palabras clave: Bogotá, cuernos hediondos, Gasteromycetes, micodiversidad neotropical.

  


  ABSTRACT


  Laternea pusilla is recorded for the first time in Colombia. Laternea pusilla is a macrofungi that occurs on a lower mountain humid rainforest (bh-MB) of the eastern hills of Bogota city, department of Cundinamarca. The species is described and illustrated with photographs, and information on distribution, ecology and growth substrate is provided. Thus, the genus Laternea is represented in the country by two species, L. triscapa and L. pusilla.


  Keywords: Bogotá, Gasteromycetes, neotropical mycodiversity, stinkhorns.

  


  Los hongos falales pertenecen al orden Phallales E. Fisch (Magnago et al., 2013; Sandoval-Leiva et al., 2014). Este grupo de macrohongos comúnmente conocido como cuernos hediondos, producen una estructura ovoide en la inmadurez que se transforma al fructificar en una gleba usualmente mucilaginosa y fétida, que les permite diseminar las esporas usando generalmente a los insectos como agentes dispersores (Oliveira y Morato, 2000; Shaw y Roberts, 2002; Sandoval-Leiva et al., 2014).


  El orden Phallales agrupa a seis familias: Clathraceae Chevall., Claustulaceae G. Cunn., Lysuraceae Corda, Phallaceae Corda, Protophallaceae Zeller, y Trappeaceae P.M. Kirk (Hosaka et al., 2006; Kirk et al., 2008). La mayoría de especies del orden están distribuidas en los trópicos (Sandoval-Leiva et al., 2014).


  De acuerdo a Vasco-Palacios y Franco-Molano (2013) la familia Phallaceae es la única familia del Orden presente en Colombia, representada por cinco géneros, dentro de los que se encuentra el género Laternea Turpin, de la cual Laternea triscapa Turpin, es la única especie reportada para el país, en los departamentos de Boyacá y Cundinamarca (Dumont y Umaña, 1978; Guzmán y Varela, 1978; Vasco-Palacios y Franco-Molano, 2013). Sin embargo, para Colombia no se han reportado nuevos integrantes del género. Por lo tanto, este estudio presenta a Laternea pusilla Berk. & M.A. Curtis, como un nuevo representante para la micota Colombiana, un macrohongo que prolifera en los Cerros Orientales de Bogotá.


  Se realizó un muestro oportunístico en el mes de julio de 2016, en la quebrada La Vieja, un bosque húmedo montano bajo (bh-MB) de acuerdo a la clasificación de zonas de vidas de Holdridge et al. (1971). El ecosistema se localiza en los Cerros Orientales, NE de Bogotá, departamento de Cundinamarca, coordenadas 4°39' N, y 74°03' W, a 2761 m s.n.m. La zona se caracteriza por presentar una temperatura promedio anual de 14 °C y promedios de precipitación anual de 1100 mm, con un régimen de distribución bimodal (Rodríguez-Barrios y Ospina, 2007), donde los meses de abril y octubre presentan las mayores precipitaciones, mientras que enero y julio las menores.


  El bosque tiene un buen estado de conservación (Rodríguez-Barrios y Ospina, 2007). Posee suelos ácidos, poco fértiles, pobres en nutrientes, pero con un buen desarrollo de vegetación (Vargas, 2003), representada principalmente por los géneros Barnadesia (Asteraceae), Cavendishia (Ericaceae), Clusia (Clusiaceae), Drimys (Winteraceae), Miconia (Melastomataceae), Ophrys (Orchidaceae), Oreopanax (Araliaceae), Palicourea (Rubiaceae), Passiflora (Passifloraceae), Siparuna (Monimiaceae), y Weinmannia (Cunoniaceae).


  Se recolectaron, describieron y analizaron macroscópicamente cinco basidiomas, siguiendo las técnicas propuestas por Miller y Miller (1988) y Calonge (1998) para el estudio taxonómico de hongos gasteroides. Los colores se describieron de acuerdo al atlas de Kornerup y Wanscher (1978). El análisis microscópico se basó en lo propuesto por Trierveiler-Pereira et al. (2013) y Sandoval-Leiva et al. (2014), donde los montajes para microscopio se acompañaron de KOH al 3 % y azul de lactofenol. Se midieron mínimo 25 basidiosporas por basidioma siguiendo lo recomendado por Franco-Molano et al. (2000). Para la identificación de los especímenes, se emplearon los trabajos de Dring (1980), Miller y Miller (1988) y las claves taxonómicas de Sáenz et al. (1974), Dring (1980), Pegler y Gómez (1994) y Sandoval-Leiva et al. (2014). La citación del nombre científico se basó en el sistema de clasificación Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org). El material recolectado se depositó en la colección del Herbario de la Universidad Pedagógica Nacional (HUPN), sede Bogotá, con los siguientes datos de colección: COLOMBIA. Cundinamarca, Bogotá D.C., Quebrada la Vieja, (04º38' N, y 74º02' W). 2761 m. (5 Julio-2016) C. Pinzón-O. 230 (HUPN).


  Laternea pusilla Berk. & M.A. Curtis, J. Linn. Soc., Bot. 10: 343, 1868. (Fig. 1-A, B, C, D, E).


  [image: ]


  Basidioma inmaduro: epigeo, ovoide a ligeramente subgloboso, 2,6 cm de diámetro, al corte se observan pequeñas columnas color rosado (8A5) recubiertas de una masa viscosa oliva marrón (5E7); exoperidio membranoso, frágil, escuamuloso, café amarillento (5F4); endoperidio blanco amarillento (4A2), con varios rizomorfos blancos grisáceos. Basidioma maduro: epigeo, 5,4-7,3 cm de alto, volva 2,1-2,5 cm de longitud; exoperidio con las mismas características del basidioma inmaduro. Receptáculo: 2,5-4,6 cm, elíptico, formado por tres o cuatro columnas libres en la base y unidas en la parte apical, superficie esponjosa, con consistencia gelatinosa a ligeramente mucilaginosa. Columnas: 2,5-5,6 cm de largo, 0,5-1,1 cm de diámetro, ligeramente curvas a rectas, color gris rojizo (8B2) hacia el ápice, blanco rojizo (8A2), rosado (8A5) a blanco anaranjado (6A2) hacia la base; surco central, longitudinal; crestas alargadas, hasta 1,2 cm de longitud, proyectándose hacia los bordes externos de las columnas, al corte transversal de cada columna se observa un aspecto multitubular, con seis a diez cámaras no conectadas entre sí que se extienden longitudinalmente dentro de las columnas. Glebifero: hasta 0,6 cm de diámetro, circular a romboide, ubicado inmediatamente debajo de la unión apical de las columnas, de color gris rojizo (8B2). Gleba: inserta en el glebifero, mucilaginosa, fétida, color oliva a marrón oscuro (5E7). Basidiosporas: 3,5-4,3×1,3-1,9 μm, levemente verdosas, lisas, cilíndricas, ligeramente angostas en un lado, paredes delgadas. Columnas: hifas pseudoparenquimatosas de 13-40 μm de diámetro, hialinas, paredes ligeramente engrosadas. Crestas: hifas pseudoparenquimatosas de 12-40 μm de diámetro, hialinas a amarillo claro, con paredes delgadas.


  Todos los basidiomas recolectados se encontraron agrupados sobre abundante musgo en lugares sombríos, coincidiendo con lo reportado para Costa Rica (Sáenz y Nassar, 1982) y Chile (Sandoval-Leiva et al., 2014).


  Laternea pusilla se restringe a la región neotropical y se ha reportado para Centroamérica y el Caribe en Cuba, Jamaica (Duss, 1903), Costa Rica (Sáenz, 1976; Sáenz y Nassar, 1982; Calonge et al., 2005; Trierveiler-Pereira et al., 2013) y México (López et al., 1982). En Suramérica se ha observado en Guyana (Sáenz y Nassar, 1982), Brasil (Meijer, 2006) y Chile (Sandoval-Leiva et al., 2014). Este es el primer reporte de la especie para Colombia, recolectada en un bh-MB de los alrededores de la ciudad de Bogotá, en el departamento de Cundinamarca.


  La descripción de los especímenes concuerda bien con la comunicada por Sáenz (1976), Sáenz y Nassar (1982), Calonge et al. (2005) y Sandoval-Leiva et al. (2014), sin embargo, las dimensiones de los basidiomas Colombianos son menores (5,4-7,3 cm de alto) a las reportadas para Chile, donde Sandoval-Leiva et al. (2014) registraron tamaños máximos de 10 cm de altura. A pesar de esto, las dimensiones para Colombia si superan las medidas descritas para Costa Rica por Sáenz (1976) (2,0-4,5 cm), Sáenz y Nassar (1982) (2,0-6,0 cm), Calonge et al. (2005) (4,0 cm) y Trierveiler-Pereira et al. (2013) (2,0-4,5 cm).


  Laternea pusilla podría confundirse con L. triscapa, especie que posee un receptáculo con columnas lisas, nunca crestadas, por el contrario, L. pusilla se distingue por poseer crestas que se proyectan desde los márgenes externos de las columnas (Dring, 1980; Sáenz y Nassar, 1982; Calonge et al., 2005; Trierveiler-Pereira et al., 2013; Sandoval-Leiva et al., 2014).


  Sáenz (1976) señalo que la actividad de los depredadores como los insectos y las variaciones de la humedad relativa por efecto del cambio climático, podrían ser condiciones que explicarían el bajo número de fructificaciones que generalmente se encuentran en la naturaleza. Estas circunstancias podrían explicar el por qué la especie no había sido hallada antes en Colombia.


  Laternea pusilla se desarrolla en ambientes sombríos, con humedades relativas muy altas y bajas temperaturas (Sáenz, 1976), condiciones que coinciden con el bh-MB de la quebrada La Vieja. Según Rodríguez-Barrios y Ospina (2007) este ecosistema presenta una precipitación media anual de 1100 mm, lo que le provee alta humedad (promedio de 85 %). Adicionalmente, las oscilaciones climáticas a lo largo del día por el desplazamiento de las nubes y el ascenso de neblina, ocasionan variaciones pronunciadas de la humedad relativa (Gutiérrez, 2006), que influencian el desarrollo, proliferación y mantenimiento de L. pusilla en el bosque.


  La temperatura (14 °C) que predomina en el bh-MB donde fue encontrada L. pusilla y el registro de la especie para el sur de Chile, realizado por Sandoval-Leiva et al. (2014) en bosque de Nothofagus Blume, un ecosistema de clima templado, con bajas temperaturas, abundantes precipitaciones y alta humedad (Reyes-Díaz et al., 2005; Premoli et al., 2010), indican que el desarrollo de L. pusilla puede darse en temperaturas menores al rango propuesto por Sáenz (1976) (16-20 °C).


  El hallazgo de L. pusilla en Colombia, se basa en un único muestreo realizado en el mes de julio. Sin embargo, se cree que la especie fructifica en diferentes épocas del año. Esto se sustenta, en las condiciones ambientales que caracterizan al bh-MB de la quebrada La Vieja y en lo descrito por Sáenz (1976) para Costa Rica, quien observó basidiomas maduros en diferentes meses del año, cuando existían las condiciones de humedad y temperatura adecuadas. Por lo tanto, es necesario extender el periodo de muestreo en la zona para confirmar esta información.


  Este trabajo registra por primera vez a L. pusilla para Colombia en un bh-MB, e incrementa a dos los representantes del género y a seis el número de especies pertenecientes a la familia Phallaceae para el país. Teniendo en cuenta las características climáticas de Colombia, se espera encontrar a la especie en otros ecosistemas forestales, en la medida en que se exploren zonas con condiciones ambientales similares a las expuestas en este trabajo.
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  ABSTRACT


  The Striped Owl (Pseudoscops clamator) has a wide geographic distribution despite that there is scarce information on its reproductive biology. In this study, we present the first published nesting records of P. clamator for Colombia. We provide data on its nesting habits and reproductive biology from observations between April and May 2013 of a nest found in a plantation of Eucalyptus globulus in Cajicá, Cundinamarca, Colombia. The ground nest is similar to those described from Argentina, Brazil, and Suriname; with a clutch of two where only one chick survived and left the nest after 25-30 days. We found in the owl diet, Brazilian guinea pig (Cavia aperea) and Eared Dove (Zenaida auriculata). Little is known about other species predated by the Striped Owl or whether this species has more than one reproductive cycle in the Bogotá highland plateau. Future studies should further examine these aspects to assess the possibilities for expansion of P. clamator in the Bogotá highland plateau.


  Keywords: Andes, Neotropics, nesting biology, nocturnal raptors, owls, Strigiformes.

  


  RESUMEN


  El búho rayado (Pseudoscops clamator) tiene amplia distribución geográfica, y a pesar de ello la información sobre su biología reproductiva es dispersa. En este estudio presentamos el primer registro de nido de P. clamator para Colombia. Brindamos datos sobre su anidación y reproducción, basados en observaciones de un nido encontrado en una plantación de Eucalyptus globulus entre abril y mayo de 2013 en Cajicá, Cundinamarca, Colombia. El nido encontrado sobre el suelo es similar a otros previamente descritos en Argentina, Brasil y Surinam, con una nidada de dos individuos, donde sólo sobrevivió un polluelo que dejó el nido luego de 25 a 30 días de nacido. Encontramos en la dieta del búho, curíes (Cavia aperea) y paloma sabanera (Zenaida auriculaya). Poco se conoce sobre otras especies que son depredadas por el búho rayado o si esta especie presenta más de un ciclo reproductivo al año en la Sabana de Bogotá. Estos aspectos deben ser examinados en futuros estudios para evaluar las posibilidades de expansión de P. clamator en la Sabana de Bogotá.


  Palabras clave: Andes, anidación, búho, Neotrópico, rapaces nocturnas, reproducción, Strigiformes.

  


  The Striped Owl Pseudoscops clamator (Vieillot, 1807) is a Neotropical resident bird, occurring from southern Mexico to northern Argentina, with a disjunct distribution in northern South America (del Hoyo et al., 1999; Thurber et al., 2009; Enríquez, 2015). This owl inhabits forests, open ecosystems, pastures, crops, wetlands and urban parks (Thurber et al., 2009). It is mainly nocturnal but occasionally hunts during the daytime and at dusk, preying upon birds, insects and small rodents (Delgado et al., 2005; Thurber et al., 2009; Lo Coco et al., 2012; Chaparro-Herrera et al., 2015). Despite its wide geographic range, there is scarce information on its nesting ecology and reproductive biology. Recent studies have documented the diet and reproduction of P. clamator in Central America, Brazil, Argentina and Colombia (Isacch et al., 2000; Pautasso and De la Peña 2001; Motta-Junior et al., 2004; Delgado et al., 2005; Thurber et al., 2009; Tittarelli and Villarreal 2009). The records for P. clamator in Colombia come from Sinú-Córdoba, the Cauca River watershed, the city of Medellín, and the Sabana de Bogotá (Hilty and Brown 1986; ABO 2000; Delgado et al., 2005; Estela and López-Victoria, 2005; Botero and Jaramillo, 2011). These areas have been highly transformed by agricultural activities and urban expansion (Etter and van Wyngaarden, 2000; Camargo-Ponce de León, 2007). In particular, the Bogotá highland plateau in the Eastern Andes, is inhabited by more than eight million people (DANE, 2009), and only a few isolated remnants of natural ecosystems remain. However, despite such profound modifications, this area still harbors around 200 bird species, including the Striped Owl (ABO, 2000). This owl was first recorded in the Bogotá highland plateau in 1997 at the Conejera wetland, and probably reproduced there in 1998 (ABO, 2000). Since then, this owl has been recorded more frequently and has become a resident bird, present in several areas dominated by pastures and wetlands, but there is no documented information on its reproduction in this geographical area. Here, we report the nest, eggs, and chicks of P. clamator in a suburban area of the Bogotá highland plateau.


  Our study was carried out during April and May 2013 in the campus of Universidad Militar Nueva Granada, municipality of Cajicá, department of Cundinamarca, Colombia (4°56′34′′N, 74°00′43′′W; ∼2550 m a.s.l.). The campus covers 75.5 ha and is dominated by pastures of Cenchrus clandestinus that cover nearly 70 % of the area (Sánchez et al., 2015). The remaining area of the campus consists of buildings, roads, greenhouses, and scattered gardens; as well as several artificial wetlands under the influence of the Bogotá River on the eastern border of the campus (Barrera-Niño and Sánchez, 2014). There is also a plantation of Eucalyptus globulus, covering almost 400 m2 near the river, with 10-15 m high trees and a ground cover dominated by grass, C. clandestinus, 30-50 cm high; as well as patches of secondary growth containing trees such as Diplostephium sp. and Baccharis spp., patches of Rubus sp., and Phytololacca sp. shrubs. Scattered throughout the Eucalyptus plantation there are also planted trees of Cedrela montana, Duranta mutisii and Senna sp. (Sánchez et al., 2015).


  We found a nest with two chicks on 5 April 2013 in the Eucalyptus plantation (Fig. 1A). We made observations of the nest, using Bushnell® binoculars (10 × 42mm) and a Canon® camera EOS Rebel T3i with EF 70-300mm lens, and followed the chicks' development. Every twenty days, we registered visible features as changes in plumage coloration, body size and vegetation cover, around the nest site.


  [image: ]


  The nest was at the base of a Eucalyptus tree, without much elaboration and with some leaf litter and chick feathers (Fig.1B y 1D). The nest was 20-30 cm in diameter with 50 cm tall grasses surrounding it. On a second visit on April 25th, we only found one juvenile and one adult. The adult made a defensive display extending its wings and oscillating its body, without making any alarm call during our observations (Fig. 1E). On May 5th the nest was found to be empty, and we did not record the presence of either the juvenile or the adults (Fig. 1B). We also found two eggs on the ground next to a Eucalyptus tree on 5 May 2013, 12 m away from the nest site of P. clamator described above. Its location and the fact that leaf litter and some feathers belonging to P. clamator surrounded the eggs, suggested that they belonged to P. clamator (see Martinez et al., 1996; Tittarelli and Villarreal, 2009; Enríquez, 2015). The eggs were ellipsoid, and white but stained on the sides by ground material. One of the eggs was broken, possibly predated, and the other was complete but dried (Fig. 1C). The broken egg measured 42.1 × 35.5 mm the other 42.4 × 35.1 mm (Fig. 1C). These measurements are within the range recorded for P. clamator eggs (Thurber et al., 2009). These eggs were collected and stored at the ecology and biodiversity laboratory in the Universidad Militar Nueva Granada.


  Based on our observations on April 5th and the information in Holt et al. (1992) and Martínez et al. (1996), we estimated that the two chicks were eight to ten days old, since they had white downy plumage covering most of their bodies, salmon coloration on the dorsum, gray-black beak, open eyes, but could not yet rise on their own legs (Fig. 1D). According to our previous estimation the chicks were 25 to 30 days old on April 25th, since the chick had yellow-ochre feathers on the dorsum and belly, with some salmon tint, incomplete and not well defined facial disk, rufous eyes, and black spots that covered ∼60 % of the facial disk (Fig. 1E).


  We also found 30 owl pellets 15-20 m from the nest with chicks (data not analyzed), and next to them a carcass of a Brazilian guinea pig Cavia aperea (Fig. 1F) and feathers of Eared Dove Zenaida auriculata. The carcass was identified using Zúñiga et al. (2002) and the feathers based on our personal field experience. The measurements of the nest described here, as well as the vegetation characteristics around it, are similar to descriptions of P. clamator nests in other geographic areas in Argentina, Brazil and Suriname (Haverschmidt, 1968; Wetmore, 1968; Blendinger et al., 1987; Martinez et al., 1996; Tittarelli and Villarreal, 2009). Elsewhere, nests have been recorded close to the ground, but typically on thick branches ∼45 cm above the ground. Finding only one juvenile on our second visit suggests that one of them died, as has been reported for other owl species (del Hoyo et al., 1999). The defensive display, spreading the wings from side to side has been described previously for P. clamator (Thurber et al., 2009), and appears to be a common behavior for several owl species (del Hoyo et al., 1999).


  According to the literature, P. clamator juveniles leave the nest after 25 to 30 days (Thurber et al., 2009), which likely explains why the nest was empty 30 days after the first observation of the chicks. Incubation in this species has been estimated at 30 to 33 days (Thurber et al., 2009), suggesting that eggs were probably laid at the beginning of March. A clutch of two has been reported previously, though two to four eggs may be laid and is considered normal. A clutch of 2-3 eggs appears to be typical in northern South America, but up to five eggs have been recorded in Argentina (Wetmore, 1968; Haverschmidt, 1968; Blendinger et al., 1987; Martinez et al., 1996; Pautasso and De La Peña, 2001; Thurber et al., 2009; Tittarelli and Villarreal, 2009).


  In the Bogotá highland plateau there may be more than one reproductive cycle per year, since chicks and juveniles have been recorded both at the beginning and at the end of the year in several wetlands in the city of Bogotá (S. Córdoba-Córdoba, pers. obs. Feb, 2014). The occurrence of P. clamator both in urban and suburban areas in the Bogotá highland plateau suggests that P. clamator is able to successfully inhabits moderately, human-transformed environments, making it possible for this species to expand its distribution even to high mountain areas, where it was not previously recorded. Food availability may limit the nesting possibilities for this species and it may be restricted to areas near aquatic environments, probably due to the presence of rodents such as C. aperea, which are mostly found in wetlands in the Bogotá highland plateau (Sánchez, 2010; Mendoza and Sánchez, 2014). Our results are complementary to those presented for other nests near water courses and lakes, such as in Argentina (Blendinger et al., 1987; Martínez et al., 1996; Pautasso and De La Peña, 2001; Tittarelli and Villarreal, 2009), even though the Striped Owl may also reproduce in forests and open areas with shrubs and herbaceous vegetation (Tittarelli and Villarreal, 2009; Chaparro-Herrera et al., 2015). However, the timing of reproduction in the Bogotá highland plateau should be studied, as well as prey selection, since the reproduction of this species has been reported to be prey dependent (Pautasso and De La Peña, 2001). Consumption of rodents such as C. aperea, with a body mass of 270-720 g (Morales et al., 2004), suggests that P. clamator (body mass ca. 350-485 g–Dunning 2007) is able to capture big preys, and probably requires such prey items to have a positive reproductive fitness, as proposed by Pautasso and De La Peña (2001) and Motta-Junior et al. (2004). Other prey items reported for the Bogotá highland plateau, such as rodents, including Rattus rattus, R. norvegicus and Mus musculus (Sánchez, 2010), may also help fulfill the energetic requirements for a successful reproduction (Pautasso and De La Peña, 2001).
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Tabla 3. Frecuencias de regeneracidn de plantas de las variedades Araure-4, Cimarméin, Centauro y Venezuels-21.
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