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Biopolimeros y su aplicacion en medio ambiente

Biopolymers and its aplication on environment

Sonia Ospina”

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.54295

El uso de empaques desechables ha hecho que en el mundo se generen millones de toneladas de dese-
chos no biodegradables. Durante muchos anos utilizamos empaques plasticos no degradables, derivados
del petroleo. Tardiamente nos hemos dado cuenta que de continuar con este ritmo de contaminacion,
muy pronto ocasionaremos dafnos irreparables al medio ambiente. Es por ello, que todos los esfuerzos
en torno a buscar alternativas al uso de empaques no biodegradables, son de gran importancia, con el fin
de recuperar el medio ambiente danado hasta ahora, asi como prevenir el deterioro en adelante. En este
sentido, la investigacion en distintas areas de la biotecnologia ha permitido la obtenciéon de empaques
biodegradables producidos a partir de biopolimeros microbianos.

Los biopolimeros por su biodegradabilidad, procesos de manufactura ecoamigables y su vasto rango de
aplicacion, son alternativas importantes a productos no sustentables y pueden ser producidos a través
de biorefinerias como parte de bioprocesos integrados (1). El desarrollo de los procesos fermentativos,
junto con la obtencion de microorganismos recombinantes sobre-productores de este tipo de compues-
tos, asi como los adelantos en procesos de purificacién, han permitido llevar a nivel industrial diferentes
procesos para la obtencién de biopolimeros.

Unos de estos compuestos son los polihidroxialcanoatos (PHAs) (2), que han sido uno de los polimeros
biodegradables mas estudiados, por sus buenas caracteristicas para la produccion de empaques. Estos
son biopolimeros intracelulares, producidos como cuerpos de inclusién en microorganismos del género
Pseudomonas y Azotobacter entre otros. Son compuestos termoplasticos, compatibles y completamente
biodegradables, enantioméricamente puros, no téxicos, insolubles en agua, inertes, estables al aire y
presentan buena procesibilidad en equipo. Tienen ademas potencial uso en ortopedia, en sistemas de
entrega cardiovascular, asi como en produccién de microesferas para sistemas de entrega de farmacos.
Sin embargo, aln se deben mejorar los procesos de produccién para obtener productos competitivos
en el mercado (3).

Otros biopolimeros muy estudiados son los exopolisacaridos (EPS: sustancias poliméricas extracelulares).
Son compuestos excretados por algunos microorganismos como Pseudomonas, Lactococcus y Bacillus,
que participan en adhesién de los microorganismos a superficie, formacién de matriz, control de fisiolo-
gia microbiana y estabilidad de lodos (4).

Una aplicacion interesante del uso de EPS en la bioremediacion del medio ambiente consiste en su
adicion al suelo con el objeto de controlar la desertificacion del mismo. Su aplicacién tiene un efecto
potencial en reducir la erosion del suelo, por incremento en la cohesion interparticular, asi como en el
mejoramiento de la germinacion de la vegetacion y caracteristicas de retencién de agua del suelo con-
tra la evaporacion (4). Asi mismo se han empleado EPS para incrementar la fijacion de nitrégeno en los
suelos, y estudios recientes han demostrado que la adicion de coproductos de biodiesel, un complejo
organico formado durante la transesterificacion de lipidos (BCP) incrementa la transferencia de EPS en el
suelo, mejorando la fijacion de nitrégeno en el mismo (5).

Otra aplicacion reciente de los biopolimeros consiste en la producciéon de empaques biodegradables
con atmosfera modificada producidos a partir de acido polilactico, los cuales presentan permeabilidad a

* Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogo-
td. saospinas@unal.edu.co
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gases, permitiendo un aumento de tiempo de vida util de frutas y verduras frescas, manteniendo las caracteristicas
de frescura, color y aromas (6).

Otra fuente importante de contaminacion de la sociedad moderna consiste en el uso de aceites con diferentes
aplicaciones, los cuales finalmente terminan contaminando el agua municipal de las diferentes ciudades (7). Estos
aceites tienen origen tan diverso como su uso alimenticio, en productos de proteccién de la piel, lubricantes y
combustibles. Estos pueden formar emulsiones al entrar en contacto con el agua, lo cual se favorece por la alta
concentracion de surfactactes presentes en diferente tipo de productos; esto los hace mas dificiles de separar, incre-
mentando el nivel de contaminacion del agua, ya que se trata de productos no degradables. Ademas muchos de los
aditivos empleados en la produccién de productos procesados tales como los mismos emulsificantes, surfactantes,
agentes inhibidores de la corrosién y biocidas, pierden sus propiedades lubricantes y generan desechos téxicos.
Es por ello que se han propuesto diferentes métodos para remover este tipo de compuestos, los cuales incluyen
adsorcion, floculacién, electro-floculacion y electro-flotacion. Uno de estos métodos, la adsorcion, ha empleado
en su proceso algunos biopolimeros de produccién local, lo que los hace métodos baratos de descontaminacion
del agua, para separar el aceite. Dentro de estos compuestos se encuentra la quitina, (a-1-4 2- acetamido 2-deoxy
d-glucano), componente de la cuticula de crustaceos, insectos y moluscos, asi como en la pared celular de hongos.
Estos compuestos se han estudiado con el objeto de eliminar el aceite de las dispersiones acuosas.

Los biopolimeros también han sido empleados por su actividad floculante, se trata de biopolimeros extracelulares
tipo proteina, carbohidratos y lipidos, obtenidos de diversos géneros microbianos, los cuales se emplean entre otros,
en el tratamiento de aguas, dragado, textiles y mineria. Su caracteristica de biodegradabilidad le otorgan ventajas
sobre otro tipo de agentes floculantes. Son obtenidos a partir de diversos géneros microbianos (8).

Una aplicacién de los biopolimeros recientemente implementada es el uso de gomas naturales para la eliminacion
de uranio de los efluentes de esta industria. La capacidad de la goma de atrapar metales téxicos es muy importante,
en un ambiente cada dia mas contaminado por este tipo de compuestos (9).

Como se aprecia, el rango de aplicaciones de los biopolimeros es muy amplio, dada sus caracteristicas de biode-
gradabilidad y posibilidad de uso en diversos procesos. Por esta razén es importante el estudio y obtencién de este
tipo de compuestos y en este sentido vemos cada dia el desarrollo de nuevos productos y nuevas aplicaciones de
estos compuestos.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Propagacion in vitro de materiales seleccionados de Rubus
glaucus Benth (mora de Castilla) en la provincia de Pamplona,
region nororiental de Colombia

Propagation in vitro of selected materials of Rubus glaucus Benth
(mora de Castilla) in the province of Pamplona, northeastern
Colombia

Giovanni Orlando Cancino-Escalante’, Enrique Quevedo Garcia™*, Carmen Edilia Villamizar ",
Claudia Diaz Carvajal”™""

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.54262

Resumen

En este estudio los materiales fueron seleccionados en 53 fincas pertenecientes a cuatro asociaciones de cultivadores de
mora en los municipios de Pamplona y Chitaga (Norte de Santander, Colombia). Se emplearon como explantes segmen-
tos nodales, los cuales permitieron obtener en poco tiempo brotes adventicios adecuados para la multiplicacion masiva.
Para la etapa de establecimiento se emple6 el medio de cultivo Murashige y Skoog, (MS 1962), suplementado con acido
giberélico (GAs) (0.0-0.1 mg/L) y 6-benzil aminopurina (BAP) (0,0-2,0 mg/L ), en la etapa de multiplicacion MS ,suple-
mentado con GA; (0,0-0,03 mg/L") y BAP (0,0-2,5 mg/L) y para la etapa de enraizamiento MS, suplementados con acido
indolbutirico (AIB) (0,0-1,0 mg/L). A los datos generados en las tres etapas, se les aplicé un diseno experimental de bloques
completos al azar y se analizaron estadisticamente los promedios de los tratamientos mediante una prueba de Tukey. Los
resultados alcanzados indicaron tasas promedio de contaminacion (16,5-49,7 %) multiplicacion (3,8-4,3 brotes/explante)
y enraizamiento (3,3-4,3 raices/planta) in vitro para los diferentes materiales seleccionados y evaluados. Estos resultados,
logrados por primera vez en la regién Nororiental de Colombia, son importantes por cuanto se contara con materiales
seleccionados disponibles para los cultivadores de mora de la region.

Palabras clave: Mora de los Andes, micropropagacién, asociaciones de cultivadores, 6-benzil aminopurina.

Abstract

In this study plant materials were selected in 53 farms belonging to four growers associations of blackberry in the municipa-
lities of Pamplona and Chitaga (North of de Santander, Colombia). Nodal segments were used as initial explants of R. glau-
cus. For the establishment stage Murashige and Skoog, 1962 (MS) media was used and, supplemented with of gibberellic
acid (GAs) (0.0 -0.1 mg/L) and 6-aminopurine (BAP) (0.0 -2.0 mg/L); for the multiplication stage MS was supplemented with
GA3 (0.0-0.03 mg/L) and BAP, (0.0 -2.5 mg/L) and for the rooting stage MS was supplemented with acid indolbutirico (0.0
-1.0 mg/L). From the data generated during the three stages, an experimental design of incomplete blocks was randomly
applied and the treatments averages were statistically analyzed using the Tukey Test. The results indicated average rates of
contamination (16.5-49.7 %), multiplication (3.8-4.3 shoots/explant) and in vitro rooting (3.3-4.3 roots/plant) for the diffe-
rent evaluated materials. These results, achieved first in the Northeastern region of Colombia, are important in that they will
feature selected materials available for blackberry growers in the region.

Key words: Andean blackberry, micropropagation, growers associations, 6-aminopurine.
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Introduccién

El género Rubus es uno de los mas diversos en tér-
minos morfolégicos y genéticos. Presenta un amplio
espectro de especies silvestres y las cultivadas son ape-
tecidas por sus frutos comestibles (Jennings, 1988). Los
frutos son consumidos frescos o procesados y actual-
mente existe gran interés por sus propiedades medici-
nales debido a su alta actividad antioxidante (Seeram
et al.,, 2006, Cusba Mejia 2011).

La especie de Rubus que actualmente se cultiva co-
mercialmente de manera masiva en Suramérica es R.
glaucus Benth. Esta especie se distribuye ampliamente
en el pais, desde el departamento del Putumayo hasta
el Valle del Magdalena y se cultiva en altitudes entre
2 000 y 3200 m s.n.m. Segtn datos del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural y el Departamento Ad-
ministrativo de Estadistica (DANE) para noviembre de
2013, Colombia contaba con 7 007 hectéreas planta-
das, de las cuales 4 922 estan en edad productiva y
una produccion de 73 856 toneladas anuales. Adicio-
nalmente los departamentos de Cundinamarca, San-
tander, Norte de Santander y Antioquia, son los que
presentan los mayores porcentajes en aérea y produc-
cion (DANE, 2013).

A pesar del gran potencial de la mora en el mercado
internacional, su propagacion se hace vegetativamen-
te en Colombia a partir de materiales no identificados
como élite; productores y viveros propagan los ma-
teriales regionales sin normas de calidad fisiologica y
sanitaria ni ofrecen seguridad de la identidad genética
del material (Castro & Diaz, 2001; Castro, Diaz, Mon-
toya & Rios, 2006).

En este contexto, el cultivo de tejidos vegetales in vitro
0 micropropagacion se constituye en una herramienta
practica que permite superar estas limitaciones. Adi-
cionalmente, es una técnica rapida en especies frutales
y puede producir masivamente individuos de Rubus
genéticamente idénticos vy libres de virus en un espa-
cio reducido, sin ser afectados por las variaciones am-
bientales (Zimmerman, 1991; Sobczykiewicz, 1992).

A nivel mundial se han publicado varios trabajos de
cultivo in vitro de diferentes especies de Rubus. El
primer trabajo de propagacién in vitro de Rubus fue
desarrollado por Broome y Zimmerman (1978) en los
cultivares thornless y harper de mora. Posteriormente
las investigaciones se han centrado en los factores que
influyen en la respuesta in vitro como son la desinfec-
cion de los explantes y las bajas tasas de propagacion
(McPheeters, Skirvin & Hall 1988; Tian, Duan & Wang,
2005; Wu, Miller, Hall & Mooney, 2009, Clark & Finn,
2011). Igualmente se destacan experimentos que se
focalizan en la micropropagaciéon de nuevos cultivares
y en los existentes (Donnelly & Daubeny 1986; Bo-
browski, Mello Farias & Peters, 1996; Gonzalez et al.,
2000; Zawadzka & Orlikowska, 2006). En Colombia,
Marulanda y Mérquez (2002), obtuvieron plantas me-
diante organogénesis, procedentes de la zona cafetera

colombiana; Castro y Diaz (2001) por su parte han
desarrollado metodologias para la micropropagacion
de mora de material seleccionado. Adicionalmente,
Valderrama et al, 2009 publicaron la validacion y
escalonamiento de plantulas de mora in vitro y manejo
ex vitro para entrega a agricultores de Silvania, Cundi-
namarca. Igualmente se destaca las investigaciones de
Sigarro y Garcia (2011), quienes evaluaron la micro-
propagacion en R. glaucus sin espinas. Sin embargo a
pesar de las diferentes investigaciones a través de los
anos un gran nimero de cultivares son todavia recal-
citrantes al cultivo de tejidos. Entre los factores criticos
que influyen en la respuesta in vitro se encuentran la
desinfeccion del explante y la baja tasa de propagacion
(Daubeny, 1986, McPheeters et al., 1988; Donnelly y
Daubeny, 1986 y Bobrowski et al., 1996; Gonzalez,
Lopez, Valdés y Ordas, 2000; Tian et al., 2005, Zawa-
dzka y Orlikowska, 2006, Clark y Finn, 2011).

En consecuencia el presente trabajo tuvo como objeti-
vo evaluar la micropropagacion de materiales seleccio-
nados de R. glaucus de ocho fincas comerciales en los
municipios de Pamplona y Chitaga los cuales habian
sido caracterizados tanto agronémicamente como
molecularmente (Cancino, Quevedo, Villamizar, San-
chez y Diaz, 2014).

Materiales y métodos

Material vegetal

Entre marzo de 2009 y noviembre de 2011 se efec-
tuaron salidas de campo para la recoleccién de mues-
tras R. glaucus en 53 fincas de cuatro asociaciones de
cultivadores de mora de los municipios de Pamplona
y Chitaga. De acuerdo con los resultados de encues-
tas a agricultores y caracteristicas agronémicas, se se-
leccionaron 8 fincas en las cuales se encontraban los
mejores materiales de las cuatro asociaciones (figura
1, tabla 2). Para la evaluaciéon de micropropagacion
se seleccioné un material por finca para un total de
ocho materiales. Previamente estos materiales habian
sido caracterizados agronémica y molecularmente
(Cancino et al., 2011, 2014). Las fincas se localizan en
14 veredas de los municipios de Pamplona y Chita-
ga, entre 7°,7',60" y 7°,28,15” norte y 72°,35’,16" y
72°,42',43" Qeste (figura 1). Todas las fincas poseen
cultivos comerciales de R. glaucus, mora de Castilla
con espinas (CE) y sin espinas (SE) rodeados de bos-
ques secundarios y matorrales a altitudes entre los 2
070y 2 860 m s.n.m.

Establecimiento in vitro

Para el establecimiento in vitro de explantes del mate-
rial seleccionado en las diferentes fincas se efectuaron
nuevamente salidas de campo en cada uno de los
predios. Se recolectaron segmentos de tallo de ramas
jovenes de 50 cm de longitud y se llevaron en vueltas
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en papel periddico, al laboratorio de cultivos vegeta-
les in vitro de la Universidad de Pamplona. Las ramas
fueron cortadas hasta obtener segmentos nodales (mi-
croestacas) de 3-5 cm de longitud aproximadamente
con una yema axilar; los explantes fueron lavados en
una solucién jabonosa; posteriormente, se sometieron
a dos tratamientos de desinfeccion superficial (tabla
1). Finalizados los tiempos de desinfeccion superfi-
cial, se efectuaron 5 enjuagues en los explantes, con
agua destilada estéril y se colocaron en una solucién
de acido citrico 150 mg/L para controlar la oxidacion,
mientras se procedia a su siembra. Los explantes des-
infectados se cortaron nuevamente hasta obtener un
explante (microestaca con yema axilar) de 2 cm de
longitud. Cada explante, fue colocado en el medio de
establecimiento MS suplementado, con concentracio-
nes de acido giberélico (GAs) y 6-benzil aminopurina
(BAP). Al cabo de una semana se tomaron los dpices
meristematicos que emergieron de cada microestaca
libres de cualquier contaminacién y se transfirieron a
medio fresco con el fin de garantizar un rapido esta-
blecimiento de los explantes y 30% de sacarosa. Los
medios con un pH ajustado de 5,8 se esterilizaron con
autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion y

121°C. Para la solidificacion de los medios se utilizo
agar bacteriolégico al 7%. Posteriormente, al cabo de
20 dias de incubacion a una temperatura de 20+2°C,
fotoperiodo de 16 horas luz/8horas de oscuridad y
una intensidad luminica de 2000 lux, se descartaron
los explantes contaminados y dejaron por 20 dias mas
los explantes sin contaminacion. El establecimiento de
los explantes se realizé bajo condiciones de estricta
asepsia utilizando para ello una cdmara de flujo lami-
nar previamente acondicionada. Los explantes fueron
establecidos en frascos de compota con 20 ml de me-
dio de cultivo semisdlido.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccién superficial evaluados

T1 T2
Componente .
Minutos (m) Segundos (S)
Isodine® espuma 2%. 10m 10m
Fungicida Mertec® 0,4% 30m 60 m
Alcohol 70% 30s 60 s

T2450W

T2 30TW

Figura 1. Area de estudio. Municipios de Pamplona y Chitaga, Norte de Santander, Colombia. Ubicacién de las fincas (53) donde

se recolectaron las muestras de R. glaucus Benth.

Propagacién in vitro de materiales seleccionados de Rubus glaucus Benth 9



Tabla 2. Materiales seleccionados de las ocho fincas de este estudio en el municipio de Pamplona.

Namero Codigo Finca Vereda m s.n.m?
1 PCHAO3 SE' Arrayan Chichira 2.328
2 PRH305 SE Higueron El Rosal 2.745
3 PCV3016 SE La Victoria Cimitarigua 2.585
4 PSS SE Salado San Francisco 2.293
5 PSAG002 CE? La Gonzalera Sabaneta alta 2.585
6 PSAGO10CE La Gonzalera Sabaneta alta 2.585
7 PSAGO11CE La Gonzalera Sabaneta alta 2 585
8 PCV102CE La Victoria Cimitarigua 2.585

1

Hipoclorito sodio 2% 10 m

Hipoclorito sodio 3% 10 m

Multiplicacion in vitro

Los explantes sanos y libres de contaminantes se di-
vidieron y se transfirieron al medio de multiplicacion
MS, suplementados con concentraciones de (GA;) y
(BAP), (tabla 3, medios Mz, M3, Ms y Me) 'y 30% de
sacarosa. Luego de cuatro semanas de crecimiento se
dividieron los explantes nuevos y se transfirieron a un
medio fresco de multiplicacion hasta obtener el nime-
ro de explantes para cada genotipo evaluado.

S.E. R. glaucus Benth sin espinas *. C.E. R.glaucus Benth con espinas. *m s.n.m metros sobre el nivel del mar.

Enraizamiento in vitro

Los explantes multiplicados se dividieron, se sembra-
ron en el medio de enraizamiento MS suplementados
con acido indolbutirico (tabla 3, medios Ms y Mo) y
30% de sacarosa. Los explantes se incubaron durante
cuatro semanas a las mismas condiciones de tempera-
tura, fotoperiodo e intensidad luminica establecidas en
la etapa de establecimiento y multiplicacion.

Disefio experimental y andlisis de datos

Se realiz6 un diseno de bloques completos al azar,
con arreglo factorial 9 x 3. Este arreglo significé nue-
ve medios con tres concentraciones hormonales (en

Tabla 3. Efecto del BAP, GAs e IBA en las etapas de propagacion in vitro de materiales seleccionados de R. glaucus Benth

Etapas Regula(,iores del crecimiento :
Eenalanineipuig Acido giberélico Acido indol butirico
Establecimiento (BAP mgn1) (GAs mgn) (IBA mer )
M 0,0 0,0 00
M: 1,0 05 0.0
Ms 2,0 10 00
Multiplicacion
M 0,0 0.0 00
M: 2,5 0,03 0,0
Me 2,5 0,05 0,0
Enraizamiento
M- 0,0 0,0 00
Ms 0,0 0,0 o
Mo 0,0 0,0 20
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cada etapa) en MS para cada uno de los diferentes
materiales de R. glaucus Benth evaluados para un total
de veinte y siete tratamientos. Cada tratamiento tuvo
5 repeticiones, en donde cada replica estaba repre-
sentada por un frasco de cultivo con un explante. Se
realizé una andlisis de varianza (ANDEVA), posterior-
mente se hizo una comparacion de medias de Tukey
con un nivel de significancia de 5% para determinar
cuales de los tratamientos presentaban diferencias es-
tadisticas significativas. Los datos fueron colectados
durante 8 semanas. Se empleé el programa estadistico
SPSS version 19. Se realizaron analisis estadisticos de
los datos para obtener el valor promedio y valores de
dispersion. Asimismo, se realizé un analisis de varian-
za y en caso de existir diferencias estadisticas entre
localidades se realizé la prueba Tukey de separacion
de medias. El modelo estadistico para realizar el AN-
DEVA fue completamente al azar con efecto anidado
o jerarquico (Dytham, 2012).

Resultados y discusién

Efecto de los tratamientos de desinfeccion en los
materiales de las ocho fincas evaluadas en el estudio

Se presentaron diferencias significativas a un nivel del
5% (P<0,05) entre los tratamientos Ti y T, de desinfec-
cion (figura 2). En el tratamiento T: se observé una
mayor contaminacién en los materiales de las ocho
fincas evaluadas. Debido a que los explantes fueron
expuestos a menores tiempos con los agentes desin-
fectantes que con el tratamiento T,. Sin embargo en el
tratamiento T, se presentdé mayor oxidacion. Por otra
parte se observo que los genotipos de R. glaucus sin
espinas presentaron menores porcentajes de contami-
nacion que los genotipos con espinas. Posiblemente
la presencia de las espinas favorece que diversos tipos
de contaminantes permanezcan en los explantes in-
crementando la contaminacién superficial. Los resul-
tados contrastan con los observados por Valderrama
et al., 2009 quienes registraron porcentajes entre 28y

[o2]
[==]

(%]
[

e
w
il

o
=
/

/

N 165

-
=

Media porcentaje de contaminacion
f o]
=

L]

T1 T2
Tratamientos

57% en R. glaucus SE. En este contexto es importante
indicar que la seleccién y concentracion de los desin-
fectantes y el tiempo de desinfeccion se determinan
en gran medida por las caracteristicas del explante, y
se establecen experimentalmente por ensayo y error
(Pedraza-Manrique, 2008). El porcentaje de contami-
nacion y por ende el de supervivencia de los explan-
tes esta fuertemente influenciado por varios factores
como son: la época del afo, el estado fisiolégico de la
planta, las condiciones ambientales y la morfologia del
explante. En el presente estudio, los materiales fueron
recolectados en la época seca (meses de diciembre-
marzo, junio-agosto) lo cual favorecié los bajos indices
de contaminacion. Por el contrario la recoleccion de
los explantes por parte de Valderrama, Alvarez, Barre-
ro, Robayo y Nufez (2009) fue efectuada en diferentes
épocas del afo lo cual posiblemente determino nive-
les mayores de contaminacion en los materiales del
estudio de estos investigadores. Es importante sefalar
que lo mas recomendable para el establecimiento de
plantas in vitro es el empleo de explantes proveniente
de plantas mantenidas en condiciones de invernadero,
a las cuales se les debe realizar desinfeccion con fun-
gicidas y bactericidas. Sin embargo, para el presente
estudio no fue posible contar con plantas mantenidas
en condiciones de invernadero. En lo que respecta a
la fenolizacion u oxidacion de los explantes con los
dos tratamientos de desinfeccion en las microestacas
se evidencio mayor oxidacién en todos los materiales
con el tratamiento T2 con respecto a Ti. Es importante
destacar que el subcultivo de las yemas adventicias de
las microestacas luego de una semana de cultivo per-
mitié reducir la contaminacion endégena hasta un ni-
vel minimo, sin necesidad de emplear procedimientos
fuertes para la desinfeccion del material vegetal.

Efecto de los medios de cultivo M1, M2 y M;
sobre la longitud y numero de hojas en la fase de
establecimiento en yemas meristematicas de R.
glaucus Benth
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Figura 2. Efecto de los tratamientos de desinfeccién de los materiales R. glaucus Benth.
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El efecto de los medios de cultivo sobre el desarro-
llo de los explantes durante la fase de establecimiento
en los ocho materiales se observa en la tabla 4. Se
encontraron diferencias significativas (P<0,05), en nu-
mero de hojas entre medios de cultivo, observandose
un mayor crecimiento y desarrollo de apices meriste-
maticos en el medio M3 lo que permitié una mejor
formacién de plantulas previo al inicio de la fase de
multiplicacion. Varios autores Muioz y Reyes (2006),
Sigarroa y Garcia (2011), han observado que en el cul-
tivo de meristemos de R. glaucus Benth la utilizacion
de AGs; presenta los mejores desarrollos cuando se
aplica en combinacion con BAP. Tanto el ndmero de
hojas como el crecimiento en longitud fueron altos en
relacion a los otros tratamientos (17,8 hojasy 1,41 cm
respectivamente) (tabla 4).

Tabla 4. Prueba de comparacién muiltiple de Tukey el efecto
de los medios de cultivo sobre el nimero de hojas en la fase
de establecimiento en yemas meristemdticas de R. glaucus
Benth de ocho materiales evaluados.

Tratamiento No de hojas s::;:\zczli:ia
M3 14,538 a 82,2
M: 8,375 b 71,3
M 2,975 C 65,3

Valores seguidos con diferente letra son significativamente diferentes
con P<0,05, usando la, prueba de rango muiltiple de Tukey.

Multiplicacidn de los brotes

Luego de cuatro semanas de establecidos los explan-
tes en los medios de multiplicacion se obtuvieron
plantas en el medio Msen el cual alcanzaron mayores
longitudes y nimeros de brotes que los medio M4 y
Me (P<0,05) (tabla 5). Se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos (P<0,05) para las varia-
bles crecimiento promedio y numero de brotes (tabla
5). Se observaron mejores resultados en el medio Ms
debido a una menor concentracion de GAs y que en el
medio Mg e igual concentracién de BAP. Es importante
resaltar que el nimero de brotes obtenidos en todos

los materiales evaluados fueron menores a lo descrito
por Sigarroa y Garcia (2011) (7,5), Villa, Gomez, Salles
y Pascual (2009) (3,99) y Castro y Diaz 2001 (4,7).
Para el caso de esta investigacion es evidente que la
gran diversidad de materiales de R. glaucus Benth SE y
CE evaluados presentaron una respuesta muy hetero-
génea en la variable ndmero de brotes. La diferencia
en el nimero de brotes obtenidos puede ser el resul-
tado de las diferencias de los diferentes genotipos eva-
luados.

Enraizamiento in vitro

Los brotes se seccionaron y sembraron en el medio de
enraizamiento y permanecieron por cuatro semanas
hasta el desarrollo y formacion de raices. Se observa-
ron los mejores resultados en el medio M. El nimero
promedio de raices en este medio para los diferentes
materiales evaluados fue muy homogéneo observan-
dose de 4,3 a 3,3 raices por planta a las cuatro sema-
nas de cultivo (tabla 6). Igualmente el crecimiento en
longitud de la raices se presenté entre 4,9 y 2,1 cm.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Mu-
nozy Reyes (2006) en los cuales el efecto del IBA para
la formacion de raices fue el mejor que el de otros
reguladores como 4cido indolacético (IAA) y acido
naftalenacético (ANA) para esta etapa. Los resulta-
dos alcanzados bajo este estudio son similares a los
descritos por Castro et al., (2006), quienes realizaron
estudios de enraizamiento en diferentes especies de
Rubus bajo la aplicacién de acido indolbutirico (IBA)
en diferentes concentraciones, encontrandose que en
concentraciones de IBA entre 1y 3 mg/L inducen un
porcentaje de enraizamiento del 100%. Igualmente
Munoz y Reyes (2006), indican una respuesta similar
al anterior estudio es asi ya que con 1,0 mg/L de IBA
se obtienen plantas con mayor nimero de raices y con
100% de plantas enraizadas.

Conclusiones

El empleo de microestacas con yema axilar es una
eficiente metodologia para iniciar un proceso de mi-
cropropagacion (figura 3) en diferentes genotipos de
R. glaucus Benth, facilitando la obtencion de plantulas
libres de contaminantes para las siguientes fases del

Tabla 5. Prueba de comparacién multiple de Tukey del efecto de los medios de cultivo sobre el crecimiento promedio y el nimero
de brotes en la fase de multiplicacién en yemas meristemdticas de R. glaucus Benth de ocho materiales evaluados.

Tratamiento Crecimiento promedio

Medio de cultivo

Porcentaje

Numero de brotes R R
supervivencia

M5 2,156 a M5 1,800 a 74.3
M4 1,188 b M6 1,513 b 69,3
M6 1,075 b M4 0,813 b 63,6

Valores seguidos con diferente letra son significativamente diferentes con P<0,05, usando la prueba de rango mdltiple de Tukey.
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Tabla 6. Comparacién de medias de Tukey de los medios de cultivo M7, Msy Mgen la fase de enraizamiento de segmentos nodales

de R. glaucus en materiales provenientes de ocho finca

M::::ii(:/:e Longitud de la raiz A’L&:::tii(:/:e No Raices/Planta sup::t'c\:::z:ia
Mo 3,675 a Mo 3,713 a 81,3
M; 2,313 b My 2,263 b 74,4
M 1,813 b M 1,800 b 71,5

Valores seguidos con diferente letra son significativamente diferentes con P<0,05, usando la prueba de rango mdltiple de Tukey.

proceso de micropropagacion. Los mejores resultados
observados para las fases de establecimiento y multi-
plicacion de los ocho genotipos de R. glaucus Benth
evaluados fueron M; (6 benzilaminopurina 6BAP 2,0
mg/L, Acido giberélico GA; 1,0 mg/L) y Ms (6BAP 2,5
mg/L GAs 0,03 mg/L) respectivamente. Favoreciendo
progresivamente la longitud, el desarrollo foliar y el
nimero de brotes. La aplicacion de acido indolbutiri-
co (IBA) 2,0 mg/L favorece el desarrollo radicular en
los diferentes genotipos de R. glaucus Benth evaluados.
Los ocho genotipos evaluados respondieron adecuada-
mente a la metodologia desarrollada bajo este estudio
lo cual la hace promisoria y apropiada para propagar
masivamente estos materiales en la region de Pamplona
y Chitaga (Norte de Santander, Colombia).
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Figura 3. Proceso de micropropagacién de materiales seleccionados de Rubus glaucus Benth. A. Segmentos de tallo plantas selec-
cionadas. B. Corte de los segmentos de tallo a propagar en el laboratorio. C. Brotes obtenidos a las 4 semanas de siembra. D.
Corte y seleccién de brotes. E. Desarrollo y elongacién brotes in vitro. F. Establecimiento a condiciones ex -vitro. G. Materiales
acondicionados en el invernadero. H. Entrega de los materiales micropropagados a los agricultores.
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Enhancement of germination, hyperhydricity control and in vitro
shoot formation of Vasconcellea stipulata Badillo

Mejoramiento de la germinacion, control de la hiperhidricidad y
formacion de brotes en Vasconcellea stipulata Badillo

Diego Paiil Vélez-Mora’, Rosa Armijos Gonzdlez™*, Miguel Jorddn Zimmermann™"

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.43611

Abstract

Vasconcellea stipulata has great commercial importance because of its enzymatic activity and as a source for genetic impro-
vement of papaya since it is resistant to the papaya ringspot virus. However, due to its low regeneration by seeds and limi-
ted knowledge of its genetic and pharmaceutical properties, this species is not widely cultivated. For propagation, in vitro
culture of seeds has been used to address this problem, but hyperhydricity, a physiological disorder, mainly expressed in the
developing embryonic axis and specifically associated with this species, is a significant constraint. In order to obtain elite
material for culture of V. stipulata, the aim of this work was to increase germination, to control hyperhydricity in embryos
and to evaluate the potential to induce morphogenic responses, i.e., shoot formation. Our results showed that it is possible
to increase germination up to 53% under in vitro conditions within a short period in the presence of hydrogen peroxide.
In addition, hyperhydricity was significantly reduced (50%) in vitro when gibberellic acid concentrations were included on
a 1/2 Nitsch and Nitsch nutrient medium, resulting in approximately 80% recovery of viable seedlings. Finally, other plant
growth regulators were evaluated and found to trigger shoot formation in axillary buds as well as induce the formation of
callus in leaf sections derived of seedlings.

Key words: germination, embryo culture, hyperhydricity.

Resumen

Vasconcellea stipulata posee una gran importancia comercial debido a su actividad enzimdtica y como fuente para el me-
joramiento genético de papaya, debido a su resistencia al virus de la mancha anular de esta especie. Sin embargo, debido
a su baja regeneracion por semillas y al limitado conocimiento de sus propiedades genéticas y farmacéuticas, esta especie
no es cultivada ampliamente. La propagacién a través del cultivo in vitro de semillas se ha usado para contrarrestar este
tipo de problema, pero la hiperhidricidad, un trastorno fisiolégico, expresado principalmente en los ejes embrionarios en
desarrollo y asociado especificamente a esta especie, es una restriccion significativa. Con el fin de obtener material de élite
para el cultivo de V. stipulata, el objetivo de este trabajo fue incrementar la germinacién, controlar la hiperhidricidad en em-
briones y evaluar el potencial para inducir respuestas morfogénicas, es decir, la formacion de brotes. Nuestros resultados
mostraron que es posible aumentar la germinacién hasta un 53% en condiciones in vitro, dentro de un periodo mds corto
en presencia de peroxido de hidrégeno. Ademas, la hiperhidricidad se redujo significativamente (50%) en condiciones in
vitro cuando se incluy6 acido giberélico en bajas concentraciones en el medio 1/2 Nitsch y Nitsch. Esto permitié recupe-
rar hasta aproximadamente el 80% de plantulas viables. Finalmente, otros reguladores de crecimiento vegetal evaluados,
indujeron la formacion de brotes en yemas axilares y la formacion de callos en secciones de hoja derivadas de plantulas.

Palabras clave: germinacion, cultivo de embriones, hiperhidricidad.
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Introduction

Vasconcellea stipulata B. (toronche) represents a ge-
netic resource to be used for the improvement of
common papaya due to its resistance to the papaya
ringspot virus disease (Magdalita et al., 1997; Drew et
al., 1998). This and other different species and varie-
ties of the genus Vasconcellea are also important due
to their potential to confer desirable characteristics to
babaco (Vasconcellea x heilbornii ‘Babaco’), i.e. phyto-
sanitary problems, cold tolerance and organoleptic
characteristics (Guerrero & Castro, 1999) of interest to
the nutritional and pharmaceutical industries.

Furthermore, this species has commercial importance
as a source of papain (Guerrero & Castro, 1999). This
proteolytic enzyme, present in the Caricaceae, shows
in V. stipulata enzymatic activity up to 17 times hig-
her than that reported in Carica papaya (Scheldeman,
2002). However, despite its attributes this species is
threatened by habitat loss due to deforestation and
the conversion of native forest to cropland or pasture
(IUCN, 2003).

The generative form in several Vasconcellea species
shows limited responses due to seed dormancy, low
germination rates and long-term germination up to
240 days with high variability of germination respon-
ses between sites (Jiménez et al.,, 1998; Scheldeman,
2002). Additionally, losses due to vulnerability of the
sarcotesta to insects, pathogens and fungal attack are
significant (Badillo, 1993). Therefore the establishment
of efficient protocols is necessary for multiplication of
new individuals, germplasm conservation and produc-
tion of seedlings with better agronomic traits.

In this report, the specific aims were 1) To present some
alternative protocols to increase the percentage of ger-
mination with the use of pre-germination treatments, 2)
To reduce hyperhydricity tissue by modifying the culture
medium and the application of gibberellins, 3) To stimula-
te shoot regeneration using growth regulators. The latter
concerning sprouting of V. stipulata under in vitro condi-
tions is reported here for the first time.

Materials and methods

Determination of viability. The presence and viability
of embryos were compared from three provenances:
Loja, El Oro (Ecuador), and Ayabaca (Peru), using the
triphenyl tetrazolium salt test (TZ) (ISTA, 2005).

In vitro germination. To evaluate the effect of pre-ger-
mination treatments, seeds from Loja were used due
to the proximity and availability of plant material. The
elimination and/or weakening of the sclerotesta were
assessed by the application of different concentrations
of chemicals and exposure times: hydrogen peroxide
(10, 50, 100 % for 20, 30 and 40 min), sulfuric acid
(20, 40, 80 % for 10, 15 and 20 min) and sodium hy-
pochlorite (1, 3, 4 % for 15, 20 and 30 min). The con-
centrations of each chemical are not equal, because

the effect of each is different. A total of 27 treatments
and a control were applied. Table 2 shows the nine
best results of all treatments in the results section. The
seeds were then washed to remove residues of each
of these substances by submerging them in water for
24 hours and were disinfected with 70% ethanol for
20 sec, followed by 1% sodium hypochlorite for 5 min,
and then cultured in MS (Murashige and Skoog, 1962)
medium under a photoperiod of 12 hours and pho-
ton flux density of 57 umol? s (white fluorescent light
40-W General Electric F40D-EX) and temperature of
21£2 °C, for a period of six months.

Control of hyperhydricity in germinated embryos. Du-
ring germination, a high percentage of embryonic axes
and seedlings showed hyperhydricity symptoms; this
caused a substantial loss of plant material. In order to
avoid or reduce this constraint, the embryos were ex-
tracted from seeds submerged for 24 h in water and
then cultured in vitro. To disinfect the seeds the same
procedure as for in vitro germination was performed.
Embryo extraction was followed by liquid immersion in
H.O,, (10 Vol.) for 1T min., and embryos were then cul-
tured in MS and NN (Nitsch and Nitsch, 1969) nutrient
media at different concentrations plus gibberellic acid
(GA;) to evaluate embryo hyperhydration. Both media
contained 2% sucrose and were solidified with 0.7%
agar (Bacto ™ Agar, BD). The light regime, lamps and
photon flux density were the same as for in vitro cultu-
red seeds.

Morphogenic responses. Buds, leaf explants and hypo-
cotyl explants were isolated from six-month old seedlings
(approx. 6 cm) and cultured on NN medium with diffe-
rent combinations of plant growth regulators, including
0.54-1 uM of a-naphthaleneacetic acid (NAA) or 6.8 pM
of 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) in combination
with 0.5-2.2 uM of 6-benzylaminopurine (BAP).

Statistical analysis. A factorial design was established
for statistical analysis. Each treatment for germination,
hyperhydricity and regeneration included five units
(individual), five repetitions (flasks) and three replica-
tes (total re-design). Data were registered periodically
every five days. Variance analysis (ANOVA) was fo-
llowed by comparison of the groups’ means using the
Duncan test at the p = 0.05 level using the R software
(R Development Core Team 2012).

Results and discussion

Presence of embryos and viability. Seeds from Aya-
baca showed the highest percentages of embryos and
viability compared to those from El Oro and Loja (figure
1 a, b). Significant differences in the amount of empty
seeds (without embryo) were found in the material co-
llected at Loja, El Oro and Ayabaca (table 1). The high
percentage of empty seeds may be due to the existing
hybridization in the Vasconcellea genus, according to
Kyndt et al. (2005 a, b) who stated that hybridization
is common among species of the genus Vasconcellea,
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with evidence of introgression of V. cundinamarcensis
into V. stipulata, both under natural conditions, in the
province of Loja (Horovitz & Jiménez, 1967) and in
controlled conditions in Venezuela (De Zerpa, 1980).
The material from Loja evidenced the greatest amount
of fruit with incomplete and non-viable seeds, possibly
because this is the center of diversification and hybridi-
zation of highland papayas (Scheldeman, 2002).

Table 1. Presence of embryos and embryo viability in
seeds from three provenances examined with the triphenyl
tetrazolium test.

Provenance Complete seeds | Viable embryos
(%) (%)

Loja 86.4 +5.2° 80.3 £13¢

Ayabaca 100.0 £ 0° 94.7% 6.7°

El Oro 100.0 £ 0° 82.4 +2.6°

Results from 300 seeds/provenance. Statistically significant differen-
ces are indicated with different letters, with a significance level of 0.05
in the Duncan test.

Table 2. Influence of pre-germination treatment on the
germination

Treatments Concentration Germination
(%) (%)
Control 0 0.54+0.1¢
100 52.6+7.22
Hydrqgen 50 22.9417.2°
peroxide
10 19.0+4.0°
80 3.0+1.7¢
Sulfuric acid 40 3.4+1.7%
20 7747 4ode
4 16.4+5.50
sodum 3 10.345.5bce
hypochlorite
1 8.3:+1.50e

Results from 75 seeds/treatment after 40 days. Statistically significant
differences are indicated with different letters, with a significance le-
vel of 0.05 in the Duncan test. *The best nine treatments presented
in this table were exposed to 20 minutes hydrogen peroxide and so-
dium hypochlorite, and 30 minutes to sulfuric acid, more a control.

Germination. The use of hydrogen peroxide increased
the germination rate (figure 1c), evidencing significant
differences in comparison with the other pre-germina-
tion treatments (sulfuric acid and sodium hypochlo-

rite) (table 2). According to Scheldeman (2002), the
presence of sulfuric acid affects the structure of the
embryo and the sarcotesta, limiting responses. By con-
trast, hydrogen peroxide enabled maximum germina-
tion, equivalent to 52.6% by placing the seeds at a
concentration of 100% for 30 minutes, after 40 days.
This percentage was significantly higher than the con-
trol treatment and the results reported by Jiménez et
al. (1998) and Scheldeman (2002) where germination
was about 0-5% and 32% over 174 days, respectively.
The application of hydrogen peroxide has been used
to promote germination in several species (Dolataba-
dian & Modarres-Sanavy, 2008). Although its mecha-
nism is not understood (Klein et al., 2008), it has been
mainly attributed to a strong oxidant effect on organic
matter (Moreno et al., 2007) coupled with the destruc-
tion of some inhibitors present in the outer layers of
the seed, including phenols and other compounds,
thus enabling gases and moisture to reach the embryo.

According to our results and several other studies, the
low germination rates in the species of this genus is not
a result of viability loss due to storage or to origin sites
of V. stipulata; instead, it would be more attributable
to the high site-specific variability existing in the genus
(Horovitz & Jiménez, 1967). Carica and Vasconcellea
seeds are very similar in structure (Badillo, 2000) and
both groups require treatment to promote germina-
tion. In Vasconcellea the often-irregular germination
could be improved by removal of the sarcotesta and
application of GA; (Scheldeman, 2002). In Carica pa-
paya the sarcotesta and inhibitors present in the fruit
can prevent germination, but the effect can be redu-
ced by the application of gibberellic acid and/or potas-
sium nitrate (Pérez et al., 1980; Yahiro & Oryoiji, 1980).

Embryo germination and hyperhydricity control. Des-
pite having obtained a relatively high in vitro germina-
tion percentage in full seeds by the use of hydrogen
peroxide, this was surpassed by isolated embryo cul-
ture. The highest germination percentage (80%) was
obtained with 4 strength of NN salts in the culture
medium in the presence of 1.44 uM GA; (figure 1d).
This is consistent with other reports about the applica-
tion of GAs; promoting the germination of intact seeds
in V. stipulata, V. cundinamarcensis and V. x heilbornii
(Scheldeman, 2002). Pérez et al. (1980) also reported
that GAs significantly promoted germination in C. pa-
paya seeds accelerating the transport of nutrients via
the endosperm.

Hyperhydricity produces an abnormal anatomy in
seedlings of many species, especially in young leaves
and hypocotyls that appear swollen and translucent
(Acram et al., 1996; Ziv, 1991) and is extremely fre-
quent in seedlings and tissues of V. stipulata (figure
1e). Many factors cause this effect, including a high
concentration of nutrient salts or nitrates (Ziv & Ariel,
1992; Ilvanova & Standen, 2008). Thus, in C. papaya
and some Vasconcellea species, the use of 2 MS salts
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Figure 1. Seed structure, germination and hyperhydricity of V. stipulata (seeds from Loja-Ecuador). a, b Longitudinal, median sec-
tion of an imbibed seed, ¢ External structure of germinating seed with application of hydrogen peroxide, d Germinating embryo
and root with mild signs of hyperhydricity growing on NN medium supplemented with 1.44 pM GA; and e Leaf section and roots

with signs of hyperhydricity.

(De Winnaar, 1988) and/or media with low nitrate le-
vels as NN and woody plant medium (Jordan, 1986;
Jordan and Piwanski, 1997) allowed survival and good
quality of the plants, the same as in V. pubescens. Cu-
rrent results in V. stipulata apparently showed a lower
hyperhydricity in the seedlings developed in presence
of both, full MS nutrient medium and in more diluted
media (NN, %2 NN salts), reaching levels of hyperhy-
dricity between 6.7 to 13.3%. Another factor that can
influence hyperhydricity is the type of agar (Ziv, 1991).
In this case the Agar™ Bacto helped to keep hyperhy-
dricity low, with only 13.3% of tissue affected (table
3). A similar result has been reported by Marga et al.
(1997) and Ascencio et al. (2008), although the res-
ponses depend mainly on agar concentration as well
as its preparation (Loreti & Pasqualetto, 1986).

Therefore, to establish a protocol for tissue culture
in this species, it is recommended to use seeds from
Ayabaca, Peru and El Oro, Ecuador, due to their high
percentage of viability and germination. In addition,
to start growing from seed or embryo, 1/2 NN with

low concentrations of gibberellins can be used, as
this favors a high percentage of germination and
maintains controlled tissue hyperhydricity. These re-
sults could be used not only for growing V. stipulata
but also for the in vitro culture of C. papaya, since the
latest results show that even this crop has high per-
centages of hyperhydricity in leaves and roots of ma-
terial from the somatic embryo’s mature cotyledon
(Clarindo et al., 2008, Koehler 2013).

Morphogenic responses. The morphogenic responses
of the various organs of V. stipulata are summarized in
table 4. A wide range of inductive responses was obser-
ved in nodal segments: sprouting of axillary buds with
up to 4 new buds per explant and profuse induction of
callus. A relatively low level of NAA (on the order of 0.5
pM) and a similar concentration of BAP induced indirect
shoot regeneration from leaves. According to results for
C. papaya (De Winnaar, 1988) and in C. pubescens, the
multiplication from axillary buds is similarly achieved in
the presence of 0.1 mg I" BAP, 0.1 mg I' GA; and 126
mg I phloroglucinol (Jordan, 1992).
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Table 3. Influence of nutrient media composition and GA3 Reports on babaco showed shoot formation in leaf
levels on in vitro embryo germination. explants, although not on the leaf lamina but predomi-
nantly on the pre-existing nodular structures arranged

o Hyperhydricity in the central venation of the leaf '(Jordén & Piwanski,
Culture GA; Germination | brvoni 1997). However, for V. stipulata (this work) the nodular
medium (HM) (%) R structures did not express any morphogenic responses
axes (%) . o
under the various plant growth regulator combinations
0 60.0%" 6.7% tested. The shoots exhibited a compressed structure,
as it has also been reported for other Caricaceae (Mon-
1.4 80.0° 0P dal et al., 1994). Growth can be triggered subsequently
NN 50% by subculture on media with the application of 1.44
2.9 73.32 6.7%> UM GA; only.
4.3 53.3%b¢ 6.7% Callus formation and regeneration of new tissues were
low in leaf tissues. The opposite occurred with the hy-
0 13.3¢ 672010 pocotyl where dedifferentiation of tissues was evident
he b in most combinations of growth regulators, but these
1.4 20.0™ 6.7% . . .
NN 100% were not morphogenic. In other species and hybrids of
29 26.7>¢ 6.73b the same family the formation of embryogenic callus
was reported when cultured in medium with high con-
43 16.7°¢ 13.3° centrations of 2.4-D (Chen et al., 1991; Fitch, 1993).
0 46.7°0¢ 13.3° Conclusion
1.4 53.3%0¢ o Significant differences in V. stipulata seed viability
MS 50% between the three provenances were observed. The
2.9 46.7+0¢ 6.7* highest percentage of viability was observed in seeds
43 53 30bc 13.30 from Ayabaca. The evaluation of different pre-germi-
i i ’ nation treatments, determined that hydrogen peroxide
0 13.3¢ o at 100% promotes seed germination up to 53%. The
culture of isolated embryos in 1/2 NN medium increa-
1.4 13.3¢ 0° ses germination and controls hyperhydricity. Finally,
MS 100% to promote the production of shoots, nodal segments
2.9 20.0° 0° should be grown in 1/2 NN medium supplemented
43 20,05 o with NAA and BAP.
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Capacidad antifiangica de sobrenadantes libres de células
obtenidos de la fermentacion de un sustrato de “panela”
con granulos de kéfir de agua
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fermentation of a substrate of brown sugar with water kefir grains
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Resumen

El kéfir de agua (KA) es una bebida fermentada medianamente acida elaborada con soluciones azucaradas y fermentada
por un consorcio de microorganismos, principalmente bacterias dcido lacticas (BAL) y levaduras (LEV), embebidas en un
polisacarido llamado granulo de KA. La presencia de hongos y sus toxinas es un problema de la produccion de alimentos,
como Aspergillus ochraceus y sus micotoxinas especialmente en café y vino. Entre algunas alternativas que se han evaluado
para su inhibicién se incluyen las bacterias dcido lacticas y productos fermentados en general.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la capacidad del KA en inhibir o retrasar el crecimiento de A. ochra-
ceus. Se emplearon 8 sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos de diferentes fermentaciones de panela con granulos
de KA y con diferentes concentraciones de acidos organicos (lactico y acético). Se hicieron fermentaciones con granulos
de KA en solucion de panela por periodos de 32,5 h, a 25, 30 y 37 °C. Se determinaron la cinética de acidificacion; el
incremento de biomasa y se hizo el recuento de los grupos de microorganismos que componen el granulo. A 25 °C se de-
termin6 el mayor aumento de biomasa (92%). La temperatura de fermentacion afecté el recuento de los microorganismos
que conforman el granulo, principalmente las BAL, disminuyendo su cantidad a la maxima temperatura de fermentacion
(37 °C) (1x10"6 UFC ml"), comparado con la minima temperatura (25 °C) (6x10"7 UFC ml"). El fermento que present6
mavyor actividad antifingica fue el SLC5 (pH: 3,2; temperatura de fermentacion: 30 °C). El poder inhibitorio se atribuy6 a los
dcidos organicos producidos durante la fermentacién, aunque no se puede descartar que hayan actuado otras sustancias
no cuantificadas.

Se pudo comprobar que el KA puede fermentar y aumentar su biomasa en un sustrato como el agua de panela y que sus
SLC tienen la capacidad de reducir el crecimiento de A. ochraceus.

Palabras clave: 4cido lactico, dcido acético, antifiingico, Aspergillus ochraceus, kéfir de agua, panela.

Abstract

Water kéfir (WK) is a moderately sour fermented beverage elaborated in sugar-containing solutions through fermentation
by a microorganism consortium, principally lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, embedded in a matrix of polysaccharide
so-called WK grains. The presence of fungi and their toxins it is a problem for the food industry, such as Aspergillus ochra-
ceus and their mycotoxin production especially in coffee and wine. Some alternatives that have been evaluated for their
inhibition include lactic acid bacteria and generally fermented products. The main objective was to evaluate the capacity
of WK to ferment a Colombian beverage made with Panela and to assess capability of this product to retard the germina-
tion of a common toxigenic fungi like Aspergillus ochraceus. 8 cell-free supernatants (CFS) were obtained from separate
fermentations and with different organic acids (OA) concentrations (e. g., lactic and acetic). Different fermentations were
conducted with WK in Panela broth during 32.5 h periods at 25, 30, and 37°C. We determined the kinetics of acidification
of WK along with the corresponding increment in biomass and conducted a quantitation of microorganisms groups that
composed the grain. The greatest biomass increase occurred at 25 °C (92%); but the fermentation temperature affected
the composition of microorganisms conforming the grain, with the quantity of LAB decreasing at the highest fermentation
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temperatures (37 °C) (1x1076 cfu ml"), compared with the minimum temperature (25 °C) (6x10"7 cfu ml"). The CFS5 (pH
3.2; fermentation temperature 30 °C) exhibited the greatest antifungal activity. We attribute the inhibitory power of these
ferments to the OA produced during fermentation, although we cannot discard the possibility of the action of other subs-
tances not specifically quantified. We concluded that WK can grow and fermentate Panela broth and that its CFS can exert

an antifungal effect against A. ochraceus

Key words: lactic acid, acetic acid, antifungal compounds, Aspergillus ochraceus, water kefir, panela.

Recibido: diciembre 16 de 2014

Introduccién

El crecimiento de especies flngicas es una de las cau-
sas mas frecuentes del deterioro de los alimentos, con-
lleva grandes pérdidas econémicas y puede desarrollar
problemas en la salud publica debido a la produccién
de micotoxinas. Aspergillus ochraceus es un moho ais-
lado de un amplio rango de alimentos, crece en cli-
mas calidos y tropicales, y es productor de Ocratoxina
A (OTA) (Soriano, 2007), una micotoxina nefrotéxica
que también puede tener propiedades hepatotoxicas,
teratogénicas e inmunosupresivas, clasificada por la
IARC (International Agency for Research on Cancer)
como posible carcin6geno humano (categoria 2B)
(O’Callaghan et al., 2006). La OTA puede sobrevivir a
procesos tipicos en la industria de alimentos, encontra-
da en pan horneado (Scudamore et al., 2003), cerveza
(O’Callaghan et al., 2006) y café (Frank, 1999; Urbano
et al.,, 2001; Taniwaki et al., 2003; Martins et al., 2003;
Batista et al., 2003; Sudrez-Quiroz et al., 2004). Algu-
nos fungicidas de origen quimico son efectivos en el
control del crecimiento de mohos perjudiciales, pero
su uso se considera indeseable debido a la posibilidad
de que permanezcan residuos peligrosos en las mate-
rias primas y/o alimentos, que ponen en riesgo la sa-
lud de los consumidores. Por lo tanto, la busqueda de
nuevos métodos de conservacion de los alimentos ha
sido direccionada hacia métodos mas naturales. Por
muchos anos los consumidores han demandado la
conservacion de alimentos sin preservantes de origen
quimico. El uso de sustancias de origen biol6gico con
propiedades antifingicas podria ayudar a la industria
de alimentos a cumplir este requerimiento. Una po-
sible solucion a estas demandas podria ser el empleo
de productos acidificados naturalmente como como
el kéfir, cuya actividad antifiingica y sus metabolitos se
han estudiado previamente (Gamba et al., 2015; Miao
et al., 2014; Garrote et al., 2000). El KA es una bebida
fermentada medianamente acida que entre otros com-
puestos contiene CO; y etanol (Garrote et al., 2001) y
para su elaboracion se emplean soluciones azucaradas
que son fermentadas por un consorcio de microorga-
nismos, que se encuentran embebidos en una matriz
de polisacarido conocido como granulo de KA (Wal-
dherr et al, 2010), con forma irregular y de aspecto
gelatinoso. El consorcio de microorganismos esta con-
formado por bacterias acido lacticas (BAL), levaduras
(LEV) y bacterias acido acéticas (BAA) (Waldherr et al.,
2010; Diniz, et al.,, 2003) que conviven en simbiosis.

Aprobado: octubre 20 de 2015

La fermentacién y la transferencia de los granulos de
KA pueden darse bajo condiciones no estériles, prac-
ticamente sin riesgo de contaminarse. Dicha relacion
simbidtica es muy estable, ya que no permite un exten-
so crecimiento de microorganismos foraneos (Moinas,
et al., 1980; Pidoux, 1989). Al parecer la estabilidad
del granulo se basa en el efecto del pH y la presencia
de compuestos inhibitorios o sustancias antagdnicas
que actdan contra patégenos externos contaminantes
(Pidoux, 1989). Los microorganismos embebidos en
el granulo de KA son capaces de producir acido lacti-
co, acido acético y otros compuestos biolégicamente
activos que podrian inhibir el crecimiento de microor-
ganismos patdgenos e indeseables (Silva et al., 2009) a
partir de la fermentacion de un sustrato azucarado de
cualquier tipo. En esta investigacion se empleé panela,
un edulcorante obtenido mediante la extraccién y eva-
poracion de los jugos de la cafa de azudcar (Saccharum
officinarum L) (Ministerio de la Proteccion Social, Re-
publica de Colombia, 2006). Es un tipo de azdcar natu-
ral e integral, no centrifugado y sin refinar, mas barato
que la sacarosa (azdcar de mesa); y fue usado como
sustrato para la fermentacion por los granulos de KA.

Una vez tiene lugar la fermentacion del sustrato, se
reducen gran cantidad de carbohidratos que son trans-
formados principalmente a productos de bajo peso
molecular que exhiben propiedades antimicrobianas,
siendo los mas comunes los acidos organicos (AO)
(Gerez et al., 2009). Su accion esta basada en la “teo-
ria de los acidos débiles”, debido a que pueden lograr
la disminucién del pH intracelular de microorganis-
mos, por la accion de las porciones no disociadas de
tales acidos debido a su pK. (Bogaert & Naidu, 2000,
Ledn et al., 2012). Este fendmeno se debe a las propie-
dades hidrofébicas que exhiben la mayoria de los AO,
lo que les permite la libre difusion de su forma proto-
nada a través de la membrana celular. Este proceso
toma lugar espontaneamente debido a los gradientes
de pH y osmolaridad que existen entre el interior y el
exterior celular, siendo el pH intracelular mas alto que
el extracelular, por lo que los 4cidos son libremente
permeables en la membrana de los microorganismos,
disociandose en el citoplasma y disminuyendo el pH
por la liberacién de protones (Bogaert & Naidu, 2000;
Leon et al., 2012). Estos desestabilizan el pH intrace-
lular rompiendo su neutralidad y el gradiente de la
membrana celular (Salmond et al., 1984; Ledn et al,,
2012). La célula emplea su energia en forma de ATP
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para expulsar el protén y mantener su viabilidad, pero
gasta esa energia que es necesaria para su cinética de
crecimiento (Hunter & Segel, 1973; Le6n et al., 2012).
El principal objetivo de este estudio fue investigar la
capacidad de sobrenadantes libres de células (SLC)
obtenidos de la fermentacién de una solucion de pa-
nela (4,15 %m/v) por los granulos de KA (10 %m/v),
en inhibir o retrasar el crecimiento in vitro del moho
toxigénico A. ochraceus AFUNL9 y FNSP. Otros objeti-
VoS que tuvo esta investigacion fueron: i) Se comparé
la actividad antifdngica de los productos fermentados
por granulos de KA con soluciones de panela acidifica-
das artificialmente con acidos fuertes (HCI 3M) o con
acidos organicos puros (lactico y acético). ii) Se evalua-
ron las condiciones tecnoldgicas de fermentacién con
los granulos de KA. iii) La produccién de biomasa y iv)
El recuento de microorganismos (BAL, levaduras y bac-
terias acido acéticas) en cada una de las temperaturas
de fermentacion evaluadas (25, 30 y 37 °C).

Materiales y métodos

Cultivo de los grdnulos de kéfir de agua

Los granulos de KA fueron cedidos a través de la Céte-
dra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exac-
tas, de la Universidad Nacional de La Plata (La Plata,
Argentina). Estos fueron cultivados continuamente
cada 48 h en solucién acuosa de panela recién prepa-
rada, previa ebullicion, fermentada a 25 °C.

Proceso de fermentacion

El sustrato empleado para la fermentacion fue prepa-
rado con panela en polvo, obtenida en un supermer-
cado local (Exito®, Medellin, Colombia), usando agua
de grifo como se hace en la preparacion tradicional
en Colombia. Todas las soluciones fueron calentadas
hasta ebullicién por un periodo de T min.

Se emple6 una concentracion de panela de 41,5 g L,
similar a la empleada tradicionalmente. Cuando las so-
luciones alcanzaban la temperatura ambiente se ino-
cularon con 10% m/v de granulos de KA. Se empled
un blanco sin la adicién de granulos de KA. Todas las
soluciones fueron fermentadas a tres diferentes tempe-
raturas (25, 30y 37 °C).

Determinacion de las cinéticas de fermentacion
y del incremento de biomasa

Los valores de pH fueron determinados cada 30 mi-
nutos durante 12 h y luego a las 24, 28 y 32,5 h de
fermentacién con un potenciometro digital (Thermo
Electron Corp., USA). La biomasa fue determinada con
el peso escurrido de los granulos empleando una ba-
lanza analitica (Ohaus, USA) durante 10 dias.

Identificacion y relacién de los grupos de
microorganismos presentes en el kéfir de agua

Luego de realizar la fermentacion del sustrato de pa-
nela por 32,5 h a tres temperaturas (25, 30 y 37 °C),
la enumeracion de los microorganismos viables en la
bebida fermentada y preparada con 41,5 g L' de pane-
la se llevé a cabo en tres diferentes medios de cultivo,
De Man Rogosa y Sharpe (MRS) (Merck, Darmstad,
Alemania) como medio para el crecimiento de BAL,
agar-oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura (OGY)
(Merck, Alemania) para las levaduras, y para el recuen-
to de las BAA agar manitol, preparado con D-manitol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), extracto de leva-
dura (Oxoid, Cambridge, Inglaterra), peptona (Dibico,
México D.F. México), y agar (Merck, Alemania) (Her-
nandez et al, 2008).

Obtencion de los sobrenadantes libres de células

Cuando la fermentacion alcanzé los pH finales, (tabla
1) establecidos por la duracién de la fermentacion a
las tres temperaturas (25, 30 y 37 °C), las soluciones
acuosas de panela fermentada por los granulos de KA
se filtraron por un tamiz con un tamano de malla de 1
mm?, con el objeto de separar los granulos del sustrato
fermentado. Los fermentos obtenidos se centrifugaron
a 6000 rpm por 15 minutos. (Hettich, Tuttlingen, Ale-
mania) en tubos plasticos tipo Falcon de 15 ml de ca-
pacidad, para separar las bacterias y demas particulas
tras la fermentacion. Los sobrenadantes obtenidos se
filtraron a través de una membrana estéril con un ta-
mano de poro de 0,45 um (Advantec MFS, Dublin, CA,
USA) usando un portafiltros de polisulfona estéril (Ad-
vantec MFS) con succién de aire para generar vacio.
Algunos SLC (SLC3, SLC5 y SLC7) fueron sometidos
a ebullicion por 5 minutos. Todos los SLC (tabla 1) se
almacenaron a -20 °C hasta su posterior empleo.

Tabla 1. Sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos por
fermentacién de la solucién acuosa de panela (4,15%) con
los granulos de KA (10%).

T
Sobrenadante | Tiempo de emperatura
. P . de pH
libre de células | fermentacion ., .
fermentacion | final
(SLC) (h) a
(°©)
SLCT 9 25 4,0
SLC2 32,5 25 3,6
SLC3 3,5 30 4,0
SLC4 11,5 30 3,5
SLC5 32,5 30 3,2
SLC6 2,5 37 4,0
SLC7 8 37 3,5
SLC8 32,5 37 2,8
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Andlisis de los sobrenadantes libres de células

Los acidos organicos (AO) (lactico y acético) y los
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) fueron
analizados por HPLC (Agilent Technologies series
1200, Santa Clara, CA, USA) empleando una colum-
na de intercambio i6nico Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
Hercules, USA). Se utiliz6 como fase mévil H.SO4
0,008N a un caudal de 0,6 ml min' y a una tempe-
ratura de 35 °C. Se empleé como modo de detec-
cion el UV-Visible para el 4cido lactico y el indice
de refracciéon para el acido acético y los carbohi-
dratos. Los AO vy los carbohidratos fueron identifica-
dos de acuerdo al tiempo de retencién comparada
con las soluciones estandar de acido lactico (Merck,
Alemania), acido acético (Carlo-Erba, Italia) y de los
carbohidratos sacarosa, glucosa y fructosa (Merck,
Alemania).

Preparacion del indculo de Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus AFUNLY, aislado de muestras de
cereales, proveniente de la catedra de microbiologia
de la Universidad Nacional de la Plata (La Plata, Argen-
tina) y A. ochraceus FNSP aislado de muestras ambien-
tales y proveniente del laboratorio de Salud Pdblica de
la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia); fue-
ron cultivados en tubos con agar Sabouraud inclinado
(Merck, Darmstadt, Alemania) a 25 °C hasta su espo-
rulacion. El inéculo de esporas se prepard por lavado
de la superficie del agar con solucién estéril de lauril
sulfato de sodio (Merck, Alemania) al 0,01% (m/v) en
solucion de glucosa al 1% (m/v) (Carlo Erba, Milan,
Italia). Se adicionaron diez mililitros de la solucién so-
bre el cultivo, aflojando los conidios por medio de un
raspado suave con espatula estéril y se realizaron di-
luciones seriadas. El nimero de conidios se determin6
por recuento en camara de Neubauer.

Bioensayo para la reduccién de la germinacién
de los conidios de Aspergillus ochraceus

La reduccién de la germinacién (RG) de los conidios
de A. ochraceus AFUNL9 y A. ochraceus FNSP se llevo
a cabo en placas estériles y desechables de microdilu-
cion (96 pocillos) de fondo plano (Brand, Wertheim,
Alemania) (Magnusson et al., 2003; Lavermicocca et
al., 2000). La suspension (10 pl) que contenia 10* coni-
dios ml! fue adicionada a 190 ul de cada SLC en cada
pocillo (tabla 1). Los ensayos se realizaron por octupli-
cado, usando como control el sustrato de panela sin
fermentar (SSF) y que fue esterilizado por microfiltra-
cion al igual que los demds SLC. La RG de los conidios
se determind luego de una incubacion por 48 h en una
camara himeda a 25 °C. Para las lecturas de la DO se
emple6 un lector automatizado de microplacas para
test de ELISA RT-2100C (Pioway, Nanjing, China) a una
longitud de onda de 492 nm (Rojas et al., 2004). La ac-
tividad antifdngica de los SLC fue expresada como el

%RG medida a una DOss2 comparada con el control.
El %RG se calcul6 empleando la ecuacién 1:

%RG= [(DOcontroi-DOsic)/DOcontrot] x 100 Eq.(1)

Un %RG de los conidios mayor al 20% es conside-
rada como positiva, la reducciéon es baja por debajo
del 40%, es media entre el 40% y 70% vy fuerte si es
superior al 70% (Gerez et al., 2009).

Preparacion de los similes

Tres soluciones de panela (41,5 g L") fueron acidificadas
artificialmente por la adicién de acidos lactico y acético
en las cantidades reportadas en el andlisis por HPLC.
Dichas concentraciones correspondieron a: 2,1542 y
0,1408 g L' (para simular el SLC7); 2,1011 y 0,3835
g L' (para simular el SLC5); 0,6181 y 0,0375 g L' (para
simular el SLC3) de acido lactico (Carlo-Erba, Italia) y
acido acético (Merck, Alemania), respectivamente. En
otro grupo de experimentos, el pH de tres soluciones
acuosas de panela (41,5 g L") fue ajustado a cada uno
de los siguientes pH: 3,2; 3,5 y 4,0; empleando HCI 3
M (Merck, Alemania), para simular los valores de pH
encontrados en algunos tratamientos con mayor efecto
inhibitorio. El pH de los sobrenadantes se determiné a
25 °C con un analizador Orion 710A+ (Thermo Electron
Corp.). Todas las soluciones de panela acidificadas arti-
ficialmente fueron centrifugadas y microfiltradas como
se describié anteriormente.

Resultados y discusién

Cinética de pH

El pH descendié tan pronto como fueron adicionados
al sustrato de panela los granulos de KA y cémo siguié
acidificandolo en el tiempo de fermentacion a las tres
temperaturas evaluadas (25, 30 y 37 °C). El control
permanecié a un pH constante hasta presentar un leve
descenso a partir de la hora 12,5; posiblemente desa-
rrollado por levaduras que podrian contaminar duran-
te las repetidas lecturas de pH al insertar el electrodo
en la bebida. En general se observa (figura 1TA) que
la curva de acidificacién tiene inicialmente una pen-
diente mas pronunciada durante las primeras horas
de fermentacion, donde el pH desciende con mayor
velocidad. Luego la pendiente de acidificacion se hace
menos pronunciada, y el pH desciende con menor
velocidad hasta que presenta una tendencia a perma-
necer en un rango de valores muy cercanos, donde
posiblemente la actividad metabélica de los microor-
ganismos y la produccion de acidos podria resultar in-
hibitoria en el desarrollo de algunos microorganismos
(Garrote, 1999). Se determiné que la panela es un sus-
trato adecuado para el cultivo de los granulos de KA.
Ademas, se encontré que el pH descendia mas rapido
a medida que se aumentd la temperatura.
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Figura 1. (A): Cinética de pH para el sustrato de panela (4,15% de panela 'y 10% de granulos de KA). ®: 25 °C, O: 30 °C, V¥: 37

°C, A: blanco 25 °C, B: blanco 30 °C, O: blanco 37 °C.

(B): Incremento de la biomasa de los granulos de KA (10%) en solucién de panela (4,15%). ®: 25 °C, O: 30 °C, V¥: 37 °C.
Las barras de error representan la desviacién estandar de un triplicado.

Algunos autores han reportado la disminucién del pH
en sustratos azucarados para que sean fermentados
por el consorcio de microorganismos embebidos en el
granulo de KA. Silva et al. (2009) emplearon 10 g L'
de diferentes azdcares sin refinar (demerara, morena
y melaza) como sustrato de fermentacion para el KA
(in6culo del 0,6%), en los cuales analizaron el descenso
del pH durante un periodo de 7 dias, ajustando el pH
inicial a 5 con HCI 0,1M. Estos autores determinaron el
minimo pH de 3,3 para el azlcar demerara, 3,4 para el
azucar morena y de 3,5 para la melaza, luego de 48 h
de incubacién a 25 °C. En esta investigacion se encon-
traron niveles minimos de pH de 3,7 en periodos mas
cortos de tiempo (32,5 h) a 25 °C y en los que se em-
pleé panela como sustrato inoculado con 10% de gra-
nulo de KA, lo que permite concluir que la panela es un
medio adecuado para el cultivo de los granulos de KA.

Usando kéfir de leche, Garrote (1999) reporté un
descenso del pH luego de 48 h hasta un nivel de 4,5
cuando inocul6 la leche con 1% de kéfir. En esta inves-
tigacion, al emplear niveles de 1% de KA en el sustrato
acuoso de panela, se logré obtener a las 32,5 horas
de fermentacion valores de pH de 4,3 y 4,2 (dato no
mostrado) cuando dicha fermentacion se hizo a 25
°C, e inclusive siendo inferiores estos niveles de pH
cuando la fermentacion se realiz6 a temperaturas mas
elevadas (30 y 37 °C). La mayor capacidad de des-
censo de pH del KA en comparacion al kéfir de leche,
puede deberse a la falta de proteinas, calcio y fosfatos
en el sustrato de panela, que pueden actuar como sis-
temas buffer en una matriz alimenticia como la leche
(Edward & Herod, 1994).

La disminuciéon del pH es importante porque es un
indicador de la acidificacion debido a la conversion
de carbohidratos a productos derivados del proceso

fermentativo. Estos productos metabdlicos son impor-
tantes a su vez, ya que su presencia puede ser conside-
rada como uno de los medios principales y efectivos
para la inhibicién de microorganismos patégenos, por
lo que se cuantificaron en este estudio.

Relacion de microorganismos viables

Tal como se observa en la tabla 2 se encontré que las
BAL tuvieron su maximo recuento a 25 y 30 °C; las
levaduras estuvieron constantes y las BAA tuvieron sus
mayores recuentos a 25y 37 °C. En las fermentaciones
realizadas a 25 y 30 °C se observo que las BAL fueron
el grupo dominante. A diferencia de 37 °C donde hubo
un incremento de las levaduras y una disminucién de
las BAA mostrando una reorganizacion diferente. An-
teriormente se ha afirmado que la proporciéon de leva-
duras en el granulo de KA representa de 2 a 5% de la
flora total (Hallé et al., 1994), pero a esta temperatura,
la proporcién de los microorganismos cambié comple-
tamente, lo que podria traer consecuencias para la fer-
mentacion de la bebida porque se podria incrementar
su contenido alcohdlico. Ademas, la disminuciéon de
las BAL puede tener un efecto negativo en la produc-
cion del polisacarido que conforma el granulo de KA.
El reordenamiento en la relacion de microorganismos
de la bebida fermentada por los granulos de KA a una
temperatura de 37 °C, también podria ser atribuido a
que, a esta temperatura se desencadené una mayor
actividad metabdlica, en la cual hubo un mayor con-
sumo de componentes metabolizables proveniente de
la bebida de panela, y posteriormente un agotamien-
to de nutrientes consumidos por los microorganismos
fermentadores, lo que a su vez se pudo traducir en
muerte microbioldgica y/o la perdida de la capacidad
de crecimiento microbiano. Esto pudo ser evidenciado
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Tabla 2. Promedio del recuento de los microorganismos viables en el KA. UFC: unidades formadoras de colonias; BAL: Bacterias
acido lacticas; BAA: Bacterias dcido acéticas; Sci: Sustrato con indculo; Ssi: Sustrato sin inéculo; ND: No detectable; +: desviacién

estdndar. Ensayos realizados por duplicado

Temperatura de BAL Levaduras BAA
fermentacion (UFC ml") % (UFC ml) % (UFC ml") %
) Sci 6 +0,1x107 93,7 1£0,6x10° 1,56 3+0,3x10° 4,68
2 Ssi ND - ND ND
5 Sci 4£0,1x107 97,0 1£0,3x10° 2,40 5+0,3x 10° 1,2
07C Ssi ND - ND ND
5 Sci 1£0,09x10° 25 2+0,1x10° 50,0 1£0,3x 10° 25
e Ssi ND - ND ND
Blanco ND - ND ND

en primer lugar con una mayor produccién de acidos
organicos y un mayor descenso del pH, y en segundo
lugar en el recuento de la flora total de cada uno de los
fermentos. A 25 °C se cuantificé un total de 6,4x107
UFC ml" de microorganismos viables totales (suma de
todas las bacterias y levaduras), mientras que a 30 y
a 37 °C se cuantificaron cantidades inferiores, corres-
pondientes a 4x107 y 4x10° UFC ml", respectivamente.
Estos resultados muestran que la temperatura de fer-
mentacion juega un rol crucial en la relacion simbidtica
de los microorganismos que componen el granulo de
KA. La disminucién de la cantidad de microorganismos
podria jugar un rol muy importante en el mantenimien-
to del peso a través de repiques sucesivos del granulo
(Garrote, 1999). Algunos investigadores también han
reportado el contenido de microorganismos de be-
bidas azucaradas fermentadas con granulos de kéfir.
Texeira et al. (2010) fermentaron una solucién al 5%
de azdcar morena con granulos de kéfir (10% aprox.)
y luego de una fermentacion por 24 h a 25 °C obtuvie-
ron una relacién de microorganismos en la bebida fer-
mentada de 57,6% de BAL, seguido por las levaduras
con un 30,9% y las BAA con un 11,5%. En ese ensayo
como el reportado en ésta investigacion, las BAL re-
presentaron el grupo dominante, pero se observa una
relacion diferente de cada porcentaje de microorganis-
mos, siendo valores inferiores de BAL, si se lo compara
con nuestros resultados (94%), obtenidos cuando la
bebida de panela se ferment6 a la misma temperatura
(25 °C). Igualmente se observa que la cantidad de leva-
duras y BAA, es mayor a la encontrada en este estudio
en la bebida fermentada bajo idénticas condiciones.
Esta diferencia en la relacion de microorganismos, se
podria fundamentar en el origen y las condiciones de
fermentacion de los granulos, pudiendo esto ser un
factor determinante (Garrote, 1999). Sin embargo, se
observa que hay un predominio de las BAL con res-
pecto a los demas microorganismos cuantificados.

Los resultados obtenidos a las temperaturas de fer-
mentacion de 25 y 30 °C, concuerdan con los reporta-

dos por Simova (2002) y Teixeira et al. (2010), quienes
identificaron que las BAL eran el grupo de microor-
ganismos dominante y mas numeroso en el granulo
de kéfir de leche y kéfir de agua, respectivamente. Lo
anterior indica que los microorganismos que se encon-
traban en un alto recuento en la matriz del polisaca-
rido, pasaron a la bebida, debido posiblemente a su
poca adherencia al granulo (Jianzhong et al., 2009).

Produccion de biomasa

En la figura 1B se observa la tasa de crecimiento de
la biomasa expresada en gramos. Se demostré que la
temperatura de incubacion tuvo un efecto significativo
(p<0,05) luego del cultivo por 10 dias, obteniendo a
25 °C los mayores incrementos (123 £ 3,7 g). A 30 °C
se obtuvo un peso promedio final de 44 £ 0,4 g. A 37
°C se obtuvo el menor incremento en la biomasa, con
un peso promedio final de 13 £ 0,3 g, aumentando su
biomasa luego de 10 dias en tan solo 3 g, por lo que
es posible afirmar que ésta no fue una temperatura
Optima para la produccién de biomasa de los granulos.
El granulo de KA es capaz de fermentar durante anos
sustratos relativamente pobres en nitrogeno (Hallé et
al., 1994), como resulté ser la panela cuando se ana-
liz6 este parametro en nuestro laboratorio (dato no
mostrado). Por lo general, el azdcar disponible en los
sustratos de fermentacién habituales es la sacarosa,
pero algunos microorganismos del granulo son inca-
paces de metabolizarlo o lo hacen muy lentamente. En
este sentido, las levaduras se benefician del metabolis-
mo de las bacterias ya que muchas de ellas poseen las
enzimas especificas para desdoblar este disacarido; y
a su vez, las bacterias se benefician de las vitaminas y
aminodcidos producidos por las levaduras y liberados
luego de su lisis celular (Hallé et al., 1994). Diniz et
al. (2003), realizaron una curva de incremento de la
biomasa de granulos de KA (5 g) cultivandolos en un
sustrato compuesto de melaza (50 g L") a 25 °C, ob-
teniendo luego de 10 dias de incubacién alrededor de
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41 g, es decir, 88% de incremento de biomasa (%lIB).
En los experimentos realizados a 25 °C se obtuvo 92%
de 1B, demostrando la eficacia de nuestros granulos y
del sustrato de panela empleado para la fermentacion.
Estos resultados contrastan cuando se comparan con
el kéfir de leche, y en el que se ha reportado que la
mas alta produccion de biomasa se ha logrado cuando
se realiza la fermentacion a 37 °C, en vez de una tem-
peratura de 25 °C (Zajsej & Gorsek, 2011).

Los factores que afectan el incremento de la biomasa
del granulo de KA han sido poco estudiados, pero al
contrastar con los resultados previamente obtenidos
con el kéfir de leche, se podria asumir que si se man-
tiene en alto nimero la relacion de BAL-LEV, presentes
en la matriz del granulo, se logra un buen incremento
de la biomasa (Guzel-Seydi et al., 2011).

Estos resultados corroboran que la produccion del
polisacarido compuesto de dextrano que conforma el
granulo de KA, es mediada por las BAL, siendo ésta
una de las tareas principales y mas importantes para
su mantenimiento (Pidoux, 1989). Los geles de dextra-
no tienen la habilidad de inmovilizar microorganismos
y se pueden producir empleando para ello sustratos
econémicos que contenga azucares (Pidoux et al.,
1992), como lo es la panela.

Metabolismo de carbohidratos

La sacarosa, glucosa y fructosa fueron analizadas en
los SLC mediante HPLC. La sacarosa disminuy6 con
respecto al control (SSF) en todos los sobrenadantes
examinados (figura 2). La glucosa y la fructosa no au-
mentan significativamente, debido posiblemente a su
utilizacion en los procesos metabélicos de los microor-
ganismos del granulo de KA para producir acido lac-
tico principalmente. En el SLC8 (pH: 2,8; temperatura
de obtencion: 37 °C) se obtuvo la mayor disminucién
de la concentracion inicial de sacarosa, aproximada-
mente en un 95%, seguido del SLC5 (pH: 3,2; tempe-
ratura de obtencion: 30 °C) (74%) y el SLC2 (pH: 3,6;
temperatura de obtenciéon: 25 °C) (42%). Estos tres
sobrenadantes tuvieron un tiempo de fermentacién
superior al resto de sobrenadantes empleados (tabla
1), y ese mayor tiempo de contacto entre los granulos
y el sustrato, puede explicar la mayor hidrdlisis de la
sacarosa y su posterior asimilaciéon para la mayor pro-
duccion de AO y demas productos del metabolismo
de los microorganismos presentes. También se pudo
emplear parte de la sacarosa para la formacion del
exopolisacarido (EPS) mediante enzimas dextransucra-
sas (Salminen et al., 2004).

Aundlisis de dcidos orgdnicos

Con el fin de determinar si las diferencias en la inhibi-
cion fungica se deben a las variaciones en la produc-
cion de los AO, los SLC se analizaron por HPLC y se
determind la cantidad de los acidos lactico y acético.

-
@
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Figura 2. Cuantificacién de carbohidratos y dcidos organicos
en el sustrato sin fermentar (SSF) y los sobrenadantes libres
de células (SLC). Las barras de error representan la desvia-
cién estandar de un duplicado. Barra negra: Sacarosa, Barra
blanca: Glucosa, Barra gris: Fructosa, Barra Zig-Zag blanca:
Acido Lactico, Barra Zig-Zag gris: Acido Acético.

Se observa (figura 2) que las cantidades de acido lac-
tico son superiores a las del acido acético en todos
los sobrenadantes obtenidos, posiblemente porque
las BAL homofermentativas son mds numerosas que
las heterofermentativas y que las BAA (Teixeira et al.,
2010); y que la cantidad de acido lactico producido
aument6 con el tiempo de incubacién y la tempera-
tura. Ninguno de estos AO se pudo cuantificar en el
control (SSF). Pocos reportes han sido encontrados
acerca de la cantidad de AO producidos por la fermen-
tacion de sustratos azucarados por granulos de KA. En
2010, Teixeira et al., evaluaron los AO (lactico y acé-
tico) en una bebida hecha con azidcar morena (5%
m/v) fermentada con granulos de KA (11% m/v) por
un periodo de 24 h a temperatura ambiente (25 °C),
encontrando cantidades de 19,42 mmol L' de 4cido
lactico (aproximadamente) y 23,31 mmol L'de acido
acético. En nuestras fermentaciones realizadas tam-
bién a 25 °C, pero durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 8 h mas, la concentracion de aci-
do lactico es un poco inferior, siendo de 15,5 mmol
L. Asi mismo, la concentracién de acido acético es
casi dos veces menor, en un valor de 8,4 mmol L. A
diferencia de lo reportado por Teixeira et al. (2010),
en todas nuestras fermentaciones, la concentracién de
acido acético siempre fue inferior a la del acido lacti-
co. Esta diferencia puede ser debida a la cantidad y re-
lacion de microorganismos que conforman el granulo.
En nuestro caso a 25 °C la cantidad de BAL, levaduras
y BAA correspondié a 93,75%, 1,56% vy 4,68%, respec-
tivamente. Y aunque en el estudio anteriormente cita-
do, las BAL eran el grupo dominante con un 57,65%,
la relacion de los microorganismos era diferente, co-
rrespondiente a 30,86% de levaduras y un 11,48% de
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BAA. Estas diferencias en las cantidades de microorga-
nismos, ademas del efecto que pudo tener la tempe-
ratura, pudieron derivar en las diferentes proporciones
de AO encontradas en las bebidas fermentadas por los
granulos de KA.

Los microorganismos que componen el granulo de KA
produjeron la hidrdlisis de la sacarosa, para ser meta-
bolizada junto con la glucosa y la fructosa que fueron
convertidos en otras sustancias que podrian tener im-
plicaciones importantes en la inhibicion de microorga-
nismos patégenos o contaminantes de alimentos.

Bioensayo

A las 48 h de incubacion a 25 °C la mayoria de los
sobrenadantes presentaron efecto antifiingico debido
a que produjeron un %RG superior al 20% (figura 3).
El SLC5 (pH: 3,2; temperatura de obtencion: 30 °C)
produjo el mayor %RG, del 50 y 47% para A. ochra-
ceus AFUNL9 y A. ochraceus FNSP, respectivamente.
La uUnica excepcion la present6 el SLC6 (pH: 4,0; tem-
peratura de obtencién 37 °C), que en ambas cepas
de A. ochraceus no logré disminuir su germinacion.
Esta incapacidad se podria vincular al hecho de que
este sobrenadante contenia altos indices de carbohi-
dratos no asimilados durante el periodo fermentativo
presentando el mas alto contenido de sacarosa (3,5
g L"), solo superado por el control (4,4 g L'"), ademas
de altas cantidades de glucosa y fructosa (ver figura
2). Estos carbohidratos disponibles pudieron desenca-
denar una germinacion mas acelerada y similar a la
del control. Los niveles de %RG de los conidios de
ambas cepas de A. ochraceus a las 48 h de incubacion
tuvieron diferencia estadisticamente significativa (p<
0,05). Por lo que cada sobrenadante que fue obtenido
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Figura 3. Porcentaje de reduccién de la germinacién (%RG)
de los conidios de A. ochraceus AFUNL9 y FNSP con los SLC
(vertabla 1). Las barras de error representan la desviacién es-
tandar de un octuplicado. Barra negra: A. ochraceus AFUNLDO,
Barra blanca: A. ochraceus FNSP.

a diferentes temperaturas, muestra una faceta tnica en
la inhibicion presentada y donde las concentraciones
de AO pudieron jugar un rol fundamental en la inhibi-
cién. Cada uno de los sobrenadantes contenia cantida-
des diferentes de AO producidos y demas productos
metabdlicos generados durante la fermentacion. Esta
particularidad hizo que cada sobrenadante produjera
resultados claramente distintos en el %RG, con lo que
se demuestra que el tiempo y la temperatura de fer-
mentacion fueron factores determinantes para la ma-
yor o menor inhibicién mostrada sobre ambas cepas
de A. ochraceus. Se esperaria que los sobrenadantes
con un mayor poder antifingico fueran aquellos fer-
mentados a la mas alta temperatura (37 °C), donde
hubo mayor cantidad de AO (lactico y acético), tal y
como puede apreciarse en el SLC8 (pH: 2,8; obteni-
do a 37 °C) (figura 2), que cumple dos caracteristicas
(bajo pH y mayor cantidad de AO), y adn asi éste no
sobresalié en la RG de los conidios de A. ochraceus. In-
dicando con estos resultados que pueden existir com-
puestos no relacionados con el pH o con la mayor
produccion de AO, ademas de los que fueron cuanti-
ficados (lactico y acético), y que pudieron también re-
ducir la germinacion de ambas cepas de A. ochraceus
a las 48 h de incubacion.

Efecto de los dcidos orgdnicos

Para evaluar si los AO lactico y acético fueron en gran
medida, los agentes responsables de los efectos inhi-
bitorios, se prepararon similes de los SLC7 (pH: 3,5;
obtenido a 37 °C), SLC5 (pH: 3,2; obtenido a 30 °C) y
SLC3 (pH: 4,0; obtenido a 30 °C) adicionando los aci-
dos en las mismas concentraciones a las encontradas
en los sobrenadantes provenientes de las fermenta-
ciones. Los similes de los tres sobrenadantes actuaron
de forma similar a los SLC sobre ambas cepas de A.
ochraceus, alcanzando el mayor %RG con el simil del
SLC7 (48 = 0,005 % sobre A. ochraceus AFUNL9 vy
47+0,004 % sobre A. ochraceus FNSP). De estos tres
sobrenadantes (y sus similes) el SLC3 contenia la me-
nor cantidad de AO y consecuentemente fue el que
produjo el menor %RG de ambas cepas de A. ochra-
ceus. Podriamos asumir que los AO jugaron un papel
fundamental en la inhibicion fldngica, ya que los similes
de los SLC redujeron la germinacion de los conidios
de A. ochraceus de ambas cepas. Como es conocido,
la forma no disociada de los AO es la principal causa
de su poder inhibitorio (Garrote et al., 2000). La capa-
cidad de estos acidos para reducir el pH del medio y
el caracter lipofilico de su forma protonada (no diso-
ciado), facilita su incursién a través de la membrana
celular (Bogaert & Naidu, 2000).

Efecto del pH

Para analizar la influencia que pudo tener el pH en el
%RG de los conidios de A. ochraceus de ambas cepas,
se acidifico artificialmente el sustrato acuoso de panela
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con HCl 3 M hasta alcanzar los tres pH de los SLC7
(pH: 3,5), SLC5 (pH: 3,2) y SLC3 (pH: 4,0). Los similes
de pH tuvieron efecto inhibitorio, aunque fueron signifi-
cativamente inferiores (p<0,05) a los obtenidos con los
sobrenadantes fermentados con granulo de KA (figura
4). Se podria asumir que ademas del pH intervinieron
otras sustancias inhibitorias en el %RG del hongo. En
contraste con estos resultados, Garrote et al. (2000) re-
portaron no haber encontrado que el pH tuviera algin
efecto inhibitorio per se, cuando acidificaron leche con
HCI para inhibir Escherichia coli. Pero, cuando agrega-
ron al medio, ya sea, acido lactico y/o acido acético
encontraron un efecto inhibitorio. En los resultados, las
soluciones acuosas de panela artificialmente acidifica-
das con un acido inorganico (HCI 3 M) tuvieron efecto
inhibitorio, sin necesidad de la presencia en el medio de
AO (acido lactico y/o acido acético), aunque fue inferior.
Se podria asumir que existe una accién antimicrobiana
debida a la reduccion del pH extracelular. Y, aunque se
considera que los acidos fuertes del tipo monoproético,
como el HCl no poseen accién antimicrobiana, como si
lo tienen los AO (Bogaert & Naidu, 2000); se ha descrito
que el efecto que tiene el pH, depende en gran medida
de otros factores, como pueden ser el tipo de sustrato,
la incubacion, la temperatura, la cepa del moho, entre
otras (Gourama & Bullerman,1995).

Efecto de la ebullicién de los sobrenadantes
libres de células

Los SLC3, SLC5 y SLC7 se sometieron a ebullicion du-
rante 5 minutos antes de realizar la prueba de %RG. El
SLC3 (pH: 3,5; obtenido a 25 °C) conservo la misma
accion inhibitoria que tuvo sin ebullicion; el SLC5 (pH:
3,2; obtenido a 30 °C) disminuyé significativamente
y el SLC7 (pH: 3,5 perdi6 su actividad antifingica (fi-
gura 5). Posiblemente los productos formados duran-
te el tiempo de fermentaciéon poseian una naturaleza
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Figura 4. Comparacién de los sobrenadantes libres de célu-
las (SLC) Vs. los similes de dcidos orgédnicos (AO) y pH. Las
barras de error representan la desviacién estdndar de un oc-
tuplicado. Barra negra: A. ochraceus AFUNLY, Barra blanca:
A. ochraceus FNSP.

termolabil ya que probablemente fueron destruidos,
volatilizados o desnaturalizados durante éste proce-
so. Powell et al. (2007) reportaron una bacteriocina
producida por Lb. plantarum ST8KF aislada de kéfir de
leche, la cual permanecié activa luego de ser someti-
da a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos.
Lo anterior permite inferir que atdin los compuestos de
tipo proteico como las bacteriocinas pueden soportar
temperaturas elevadas, manteniendo su actividad inhi-
bitoria sin desnaturalizarse.

Conclusiones

En este estudio se investigd la actividad fermentativa
del KA en un sustrato econémico y de facil adquisicion
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Figura 5. Comparacién de la reduccién de la germinacién (RG) de (A) A. ochraceus AFUNLY y (B) A. ochraceus FNSP luego de 48 h
de incubacién a 25 °C entre los sobrenadantes libres de células 7 (SLC7) (pH: 3,5), SLC5 (pH: 3,2) y SLC3 (pH: 4,0); y los SLC
ebullidos (SLC Eb) por 5 min. Las barras de error representan la desviacién estandar de un octuplicado.
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y preparaciéon como lo es la panela. Se determiné que
el granulo inoculado en este sustrato y bajo diferentes
condiciones de incubacion, fermentaba hasta alcanzar
pH minimos de 2,8, conservaba el recuento de los
grupos microbianos de BAL, levaduras y BAA y que
conservaba la capacidad de producir biomasa. Adicio-
nalmente, los SLC obtenidos del sustrato fermentado
con granulos de KA, demostraron la capacidad de in-
hibir el crecimiento de A. ochraceus, constituyéndose
en una alternativa de biopreservacién de matrices ali-
mentarias.

Dicha actividad antifingica se atribuyé principalmen-
te a la combinacion del descenso del pH y los AO
producidos durante la fermentacion del sustrato, es-
pecialmente el lactico y el acético. No obstante, dado
el caracter complejo de la comunidad microbiana del
granulo de kéfir, serd necesario identificar la presencia
de otros compuestos con actividad antifdingica en los
SLC.
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Resumen

Theobroma cacao L. es un cultivo de gran importancia por sus posibles aplicaciones en la farmacia y la agricultura. Contiene
metabolitos que resultan de gran interés por sus funciones bioldgicas naturales en la respuesta de la planta a los diferentes
tipos de estrés, tanto biéticos como abidticos. La presencia, tipo y concentracion de los metabolitos (primarios y secunda-
rios) pueden variar de acuerdo al genotipo analizado y se pueden acumular en estructuras asociadas a la arquitectura de la
hoja como son los tricomas. El objetivo de este trabajo fue caracterizar 26 clones del banco de germoplasma de Padrén,
INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela y estudiar la relacion existente entre los indicadores bioquimicos y el nimero
de tricomas. Se determiné el contenido de compuestos fendlicos, proteinas solubles, prolina libre, carbohidratos totales,
ligninas, el nimero de tricomas y la relacién existente entre ellos. Los resultados mostraron que en el espacio bidimensio-
nal que explica el 46,68% de la variabilidad total, se definieron cinco grupos homogéneos: diez clones se asociaron con
el maximo gradiente de prolina, carbohidratos totales y contenido de ligninas, nueve con alto contenido de proteinas y
fenoles y siete con mayor ndmero de tricomas en hojas. Se comprobd que el nimero de tricomas no se relacioné con la
concentracion de compuestos fendlicos. Los clones de cacao del tipo forastero mostraron mayor concentracion de fenoles
totales y carbohidratos, en tanto que los trinitarios presentaron mayor concentracién de proteinas y prolina.

Key words: andlisis de componentes principales; fenoles; prolina; proteinas; carbohidratos.

Abstract

Theobroma cacao L. is a crop of major importance for their potential applications in pharmacy and agriculture. It contains
metabolites that are of great interest for its natural biological functions in plant response to different types of stress, both
biotic and abiotic. The presence, type and concentration of both primary and secondary metabolites may vary depending
on the genotype analyzed and these compounds can accumulate in the architecture associated structures such as leaf
trichomes. The aim of this study was to characterize 26 clones of the germplasm bank of Padrén, INIA-Miranda, Miranda
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State, Venezuela and study the relationship between biochemical indicators assessed and the number of trichomes. The
content of phenolic compounds, soluble protein, free proline, total carbohydrates, lignins, the number of trichomes and the
relationship between all traits was determined. The results showed that in the two dimensional space explained 46.68% of
the variability, five homogeneous groups were defined: 10 clones were associated with the maximum gradient of proline,
total carbohydrate and lignin content. Nine clones were associated with high content of phenols and a group of seven
clones with the highest number of trichomes on leaves. It was found that the number of trichomes was not related to the
concentration of phenolic compounds. The clones of Forastero cocoa type showed higher concentration of total phenols
and carbohydrates, meanwhile the Trinitario type presented higher concentration of proteins and prolina.

Key words: principal components analysis; phenols; proline; proteins; carbohydrates.

Recibido: febrero 18 de 2015

Introduccién

Los metabolitos son los responsables de muchos
fenémenos y funciones indispensables para el cre-
cimiento y desarrollo de plantas, asi como de su
interaccion con el medio ambiente que las rodea.
Dentro de ellos, se encuentran compuestos de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de
las plantas como fenoles, proteinas, prolina y carbo-
hidratos (Petti y Scully, 2009; Yooyongwech et al.,
2012; Mulekar y Huq, 2014; Van den Ende, 2014).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secunda-
rios de naturaleza compleja en las plantas, se relacio-
nan con los procesos de maduraciéon, mecanismos
de defensa, respuesta a estrés bidtico y abidtico, y
a su vez tienen gran influencia en las propiedades
organolépticas de los productos alimenticios deriva-
dos de plantas (Kubo y Matsumoto, 1984; Cimato et
al., 1990; Niemenak et al., 2006). Mientras que las
proteinas, la prolina y los carbohidratos son meta-
bolitos primarios que pueden estar involucrados, al
igual que los fenoles, en mecanismos de resistencia
a estrés bidtico y abidtico, como es el caso de las
proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Mar-
tinez-Esteso et al., 2009), la prolina que se relaciona
con la respuesta a sequia en algunas plantas (Wag-
ner et al., 2003), los carbohidratos de la superficie de
la hoja tienen un papel importante en la colonizacién
temprana y crecimiento de hongos, asi como la sa-
carosa favorece la formaciéon de biopeliculas de bac-
terias en medio de cultivo (Lindow y Brandl, 2003;
Tomihama et al., 2006).

El Theobroma cacao L. (T. cacao L.) se cultiva a lo
largo de las zonas tropicales del planeta (Elwers et
al., 2009) aunque es una planta nativa de la regién
tropical de las Américas (Rusconi y Conti, 2010).
Se utiliza en la medicina popular como antiséptico,
diurético y parasiticida (Edwards et al., 2005) y tales
propiedades se asocian a los variados metabolitos
que contiene. Los mismos pueden encontrarse en
diferentes 6rganos de la planta (hojas, tallos, raices,
flores, semillas, tricomas) de acuerdo a su ruta bio-
sintética y su funcion biolégica (Avalos y Pérez-Urria,
2009). Actualmente existen estudios encaminados
al andlisis de la calidad y sabor del chocolate por la
caracterizacion de los cambios en la composicion de

Aprobado: septiembre 18 de 2015

proteinas y fenoles durante la maduracion de los fru-
tos de cacao, la fermentacion de las semillas y pasos
claves en la produccién industrial del chocolate (Pi-
rovani et al., 2008; Guehi et al., 2010; Afoakwa et al.,
2012a; Afoakwa et al., 2012b).

Las plantas con mayores concentraciones de pro-
teinas revisten gran interés debido a su importancia
para el desarrollo de las plantas, asi como para el
beneficio humano. Mientras que los fenoles se co-
nocen también por su beneficio a la salud humana
y se les han encontrado diversas actividades, entre
las que se encuentran: moduladores de la absorcion
de grasas, anti-inflamatorios, en la reduccién de en-
fermedades cardiovasculares al reducir la sintesis de
lipidos y como antioxidantes (Guerrero et al.,, 2013;
Gu et al, 2014; Sarria et al., 2014). Por otra parte
se les conoce por su actividad antimicrobiana con-
tra patdgenos que afectan a las plantas y al hombre
(Godard et al., 2009; Li et al., 2009; Vivot et al., 2009;
Mishra et al., 2010; Pandey y Mishra 2010).

La superficie de hojas de la mayoria de las plantas
estd cubierta por células modificadas de la epider-
mis que se denominan tricomas (Peter y Shanower,
1998). Los compuestos que se encuentran en los
tricomas de la superficie foliar, pueden estar involu-
crados fundamentalmente en la defensa a diferentes
condiciones de iluminacién y ataque de patégenos
e insectos (Wagner, 1991; Peter y Shanower, 1998;
Wagner et al., 2004; Ishida et al.,, 2008). En plantas
de cacao, se encontré que los tricomas grandulares
pueden proveer el punto de entrada de especies de
Tricoderma en el tallo, contribuyendo a una coloniza-
cion sistémica del tejido y al establecimiento de una
asociacion endofitica (Bailey et al., 2009).

Por todo lo anterior, y hasta donde tenemos conoci-
miento, falta informacién en cuanto a las similitudes
y diferencias bioquimicas, asi como la relacién que
existe entre los tricomas y la composicion quimica
de los clones de T. cacao L. que se encuentran en
el banco de germoplasma de Padrén, INIA-Miranda,
Venezuela. En este sentido, el objetivo de esta inves-
tigacion fue estudiar la relacion existente entre los
indicadores bioquimicos (contenido de compuestos
fendlicos, proteinas solubles, prolina libre, carbohi-
dratos totales, ligninas) y el nimero de tricomas, para
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caracterizar el comportamiento en 26 clones de dicho
banco.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las muestras se colectaron en el Banco de Germoplas-
ma de la Estacion Experimental de Padrén, INIA-Miran-
da, Estado Miranda, Venezuela (tabla 1).

Las muestras de T. cacao se colectaron en el Banco de
Germoplasma de la Estacion Experimental de Padron,
INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela. Ubicado
a4l ms.nm., a 10213’'14.1"N y 66°17'57.5"W. Las
plantas muestreadas tenian 12 anos de plantadas en
bosque himedo tropical, en un suelo franco-arcilloso,
con pH 5,3, topografia plana y sin irrigacion. La den-
sidad de plantacién fue de 1600 plantas.ha' y la fer-
tilizacion con 100 g NPK (12-12-17) + 50 g urea. La
humedad oscil6 entre 72-89%, con un promedio de
lluvias de 2441 mm.

Para los andlisis bioquimicos y el conteo de tricomas,
se tomaron las cuatro hojas verdes mas jovenes, de
ramas plagiotrépicas de edad media de acuerdo al
ndmero de ramas, de tres plantas de cada clon eva-
luado de T. cacao L., inmediatamente se colocaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta la
realizacion de las extracciones.

Compuestos fendlicos

La extraccion y determinacion de fenoles se desarrollo
de acuerdo al método de Friend, (1992) con modifica-

ciones. Para ello, las hojas (limbos foliares, sin peciolo
ni nervio central) se maceraron en nitrégeno liquido
hasta polvo fino (0,1 g por triplicado de la mezcla de
hojas de cada material vegetal) y se extrajeron tres
veces con metanol hasta volumen final TmL (fenoles
solubles). Los residuos se secaron y se hidrolizaron con
0,25 mL de NaOH 2 mol.L", 16 h a 70 °C. Posterior-
mente se adicion6 0,25 mL HCI 2 mol.L". La mezcla se
centrifugé a 15 000 g por 5 min y se colecto el sobre-
nadante (fenoles ligados a la pared). El residuo se lavo
con 7 mL de agua destilada, se ajusté a pH 7,5 (con
NaOH/HCI) y se enrazé a 10 mL con agua destilada
(ligninas).

Los fenoles solubles y ligados a la pared se determi-
naron con el reactivo Folin-Ciocalteu. Una alicuota de
cada extracto se diluy6é a T mL con agua destilada y se
adicion6 0,1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. Después
de 5 min se adicioné 0,6 mL de Na,COs saturado en
NaOH 1 mol.L". Se incub6é 60 min en la oscuridad. La
medicion de la coloracién desarrollada se realizé en
espectrofotometro a 725 nm. La concentracién de fe-
noles se expresé en mg. g' de masa fresca (MF), equi-
valente a una curva patron de acido clorogénico. Los
fenoles totales se calcularon con la sumatoria de los
fenoles solubles y los ligados a la pared.

Para la cuantificacién de ligninas se anadiéo 4 mL de
NaOH 0,1 mol.L'" (pH 12) en 1T mL de cada extracto
y 4 mL de buffer fosfato (pH 7) en otro mL. La absor-
bancia se midié 350 nm, extracto a pH 12 contra el de
pH 7. Los resultados se expresaron como unidades de
absorbancia (UA) por 0,1 g MF.

Tabla 1. Clasificacién de los 26 clones de T. cacao L. colectados en el Banco de Germoplasma de la Estacién Experimental de
Padrén, INIA-Miranda, Estado Miranda, Venezuela. Tipos Forastero (F) y Trinitario (T).

No Clon Tipo No Clon Tipo
1 Torno 3 T 14 PLA- 1 F
2 Concepcion 164 T 15 PLA- 2 F
3 Cuira 32 T 16 PLA- 3 F
4 IMC-67 F 17 PLA- 4 F
5 Ocumare 61 T 18 PLA-1 x SC-10 T
6 Ocumare 67 T 19 EEM-003 T
7 Panaquirito 75 T 20 EEM-001 T
8 Peniche 158 T 21 Cumbo-177 T
9 UF 12 T 22 EET-250 T
10 SCA 6 F 23 PV-1 x IMC-11 T
11 SC-6 T 24 OC-61 x PLA-159 T
12 SC- 8 T 25 IMC-67 x SC-10 T
13 SC-10 T 26 IMC 67x Ocu 61 T
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Proteinas solubles

Para la extraccion de las proteinas solubles, se partio
de hojas maceradas de igual forma que para los fe-
noles. Se anadio 1 mL de buffer de extraccion (Urea:
6 mmol.L", EDTA: 10 mmol.L", NaH,PO.: 0,1 mol.L",
B-mercaptoetanol: 14 mmol.L', Tween-20 (0,05 %),
Tris HCl: 10 mmol.L" pH= 8) a 0,1 g de material vege-
tal (triplicado de la mezcla de hojas de cada material
vegetal). La mezcla se homogenizo y se centrifugé en
frio a 4°C por 10 min. El sobrenadante se colecté para
la cuantificacion. La concentracion de PST se determi-
né de acuerdo a Bradford, (1976) y la medicién de la
coloracion desarrollada se realizé en espectrofotome-
tro a 595 nm. La concentracion se expresé en mg.g’
MF, equivalente a una curva patréon de albimina de
suero bovino.

Carbohidratos totales y prolina libre

La extraccion de carbohidratos y prolina libre se rea-
liz6 a hojas maceradas con el procedimiento de los
fenoles. Se agregd 10 mL de metanol: agua 80% (v:v)
a 1 g de material vegetal (triplicado de la mezcla de
hojas de cada material vegetal). La mezcla se agito
con vértex y se centrifugé a temperatura ambiente
a 4000 g por 8 min. La extraccion se repitié 2 veces.
Los sobrenadantes se colectaron, unificaron y filtraron
con papel de filtro. La fase etandlica se eliminé a vacio
en roto-evaporador. La fase acuosa se colecto para las
cuantificaciones.

La concentracion de carbohidratos se determind de
acuerdo al método de Dubois et al., (1956). A T mL
de extracto, se adicion6 0,5 mL de mezcla fenol: agua
5% (v:v) y 2,5 mL de H.SOs4 concentrado cuidadosa-
mente. Se incubd por 30 min a temperatura ambiente.
La medicion de la coloracion desarrollada se realizé en
espectrofotémetro a 492 nm. La concentracion de car-
bohidratos totales se expresé en ug.g' MF, equivalente
a una curva patron de glucosa.

La concentracion de prolina libre se determiné de
acuerdo a Bates et al., (1973). A 0,5 mL del extrac-
to vegetal se adicioné 0,5 mL de ninhidrina y 0,5 mL
de acido acético. Posteriormente se agitd y coloco en
bano de maria a 100°C por 1h. Se agregé 1 mL de to-
lueno y se agitd fuertemente. La absorbancia se deter-
mind a la fase organica a 520 nm. La concentracion se
expreso en pug.g' MF, equivalente a una curva patrén
de L-prolina.

Conteo de tricomas

El nimero y tipo de tricomas por campo visual se con-
t6 directamente en microscopio Optico, partiendo de
la lamina epidérmica de la cara abaxial de las hojas de
los 26 clones (seis réplicas del total de hojas de cada
material vegetal). Las evaluaciones se realizaron en mi-
croscopio LEICA DM 3000 con lente 20x.

Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico de los resultados se reali-
z6 con el utilitario Statistical Package for Social Scien-
ces (SPSS) (version 20 para Windows, SPSS Inc.). Se
realizaron pruebas paramétricas (ANOVA de un factor
y bifactorial, Tuckey). Para estudiar la relacién entre el
ndmero de tricomas y la composicion bioquimica de
las hojas, se utilizé el Analisis de Componentes Princi-
pales (ACP). Este andlisis se realizé con InfoStat (ver-
sion 2011, Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional
de Cordoba, Argentina). Los detalles del tratamiento
estadistico aparecen en cada figura o tabla de resulta-
dos y discusion.

Resultados y discusién

La concentracion de fenoles solubles, fenoles ligados
a la pared, lignina, proteinas solubles y prolina libre en
26 clones de T. cacao se muestra en la tabla 2.

Para los fenoles solubles, los clones 16 y 22 mostra-
ron, sin diferencias significativas, los mayores valores
con 9,92 y 9,71 mg.g-' MF respectivamente y el clon
17 la menor, con 4,98 mg.g' MF. Mientras que en los
clones 9, 14 y 25 se encontraron la mayor concentra-
cion de fenoles ligados a la pared, con 13,71; 14,17
y 13,99 mg.g' MF respectivamente y sin diferencias
significativas, el menor valor se encontré en el clon 22.
Al analizar los fenoles totales, los clones 9y 25 fueron
los superiores, sin diferencias significativas entre ellos
y con una concentracion de 22,69y 23,37 mg.g-' MF,
le siguen los clones 2 y 16 con 21,87 y 21,27 mg.g-'
MF 'y posteriormente el 6, 14y 18, con 19,73; 20,27
y 20,07 respectivamente.

Se puede apreciar ademas, que para las ligninas fue
el clon 1, con 0,35 UA, el de mayor contenido de lig-
ninas y los menores valores estuvieron en los clones:
2,3,9,20y 26, con 0,10; 0,10; 0,10; 0,10 y 0,09 UA
respectivamente y sin diferencias significativas. Estos
resultados indican una mayor concentracion de com-
puestos fendlicos ligados a la pared que los solubles
y no coinciden los clones que tienen mayor concen-
tracion de ambos tipos de fenoles. Los compuestos
fendlicos son parte importante de la defensa activa
de plantas. Estos compuestos se pueden sintetizar y
movilizar en condiciones de estrés y en ocasiones se
esterifican para formar parte de la pared celular y de
lignina (Fry, 1987; Nicholson y Hammerschmidt, 1992;
Cabrera-Soto et al., 2009). En este caso, todas las plan-
tas estaban expuestas a condiciones similares de culti-
vo y sin sintomas de enfermedades, por lo que no se
puede afirmar que las diferencias en la composicién
de fenoles estén asociadas a respuesta a un determi-
nado tipo de estrés.

Se puede apreciar que para el caso de las proteinas
solubles los clones: 3, 5 y 18 mostraron las mayores
concentraciones, con 5,84; 5,86 y 8,84 mg.g' MF,
los menores se encontraron para el clon 4, con 1,12
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Tabla 2. Concentracién de fenoles solubles (Fs), fenoles ligados a la pared (Fie), fenoles totales (Fr), lignina (L;), proteinas solubles
(Ps), carbohidratos totales (Cr) y prolina libre (P.) en 26 clones de T. cacao L.

Clon Fs Fie Fr Lg Ps Cr P.
(mg.g"MF) | (mg.g"MF) | (mg.g" MF) (UA) (mg.g" MF) (Mg.g" MF) (Mg.g" MF)

1 7,30 fg 11,55 cde 18,84 ef 0,34 a 1,64 de 23,88 bc 20,55 abcde
2 8,68 de 13,19 b 21,87 b 0,101 4,24 bede 19,11 def 19,94 abcde
3 7,25 fg 10,66 ghij 17,91gh 0,10 5,84 ab 10,52 ijk 437 g
4 7,42 fg 10,42 hijk 17,85 h 0,15 efg 1,12 e 23,79 ¢ 594 g
5 7,26 fg 11,49 cdef 18,75 ef 0,21 bc 5,86 ab 12,27 hij 10,59 cdefg
6 7,46 f 12,28 ¢ 19,73 cd 0,12 ghi 1,78 de 11,59 ijk 14,98 abcdef
7 9,31 bc 10,09 jk 19,39 de 0,21 b 2,12 de 28,13 ab 15,17 abcdef
8 5,20 jk 8,84 | 14,04 o 0,16 def 4,29 bede 30,73 a 14,12 bcdefg
9 8,98 cd 13,71 ab 22,69 a 0,10 3,48 bede | 14,19 ghi 22,74 abc
10 | 7,54f 11,07 defgh 18,61 fg 0,16 def 2,76 bede 7,75 k 7,32 efg
11 5,55 ij 10,25 ijk 15,80 kI 0,14 efgh 2,22 cde 17,62 efg 21,34 abcd
12 | 513k 7,49 m 12,62 p 0,12 ghi 4,74 bed 17,92 efg 21,88 abc
13 6,95 g 8,33 1 15,28 Im 0,22 b 2,38 b 22,27 cd 21,33 abcd
14 | 6,10h 14,17 a 20,27 ¢ 0,13 fghi 2,05 fghi 31,17 a 13,74 bedefg
15 | 6,16 h 9,87 k 16,04 jk 0,19 bed 3,91 bed 23,77 ¢ 14,76 bedefg
16 9,92 a 11,36 defg 21,27 b 0,14 fgh 1,62 fgh 21,45 cde 16,33 abcdef
17 4,98 k 11,64 cde 16,61 jj 0,11 ghi 4,51 ghi 21,52 cde 19,63 abcde
18 | 831e 11,77 cd 20,07 cd 0,12 fghi 8,84 fghi 10,69 ijk 8,10 defg
19 5,83 hi 8,15 Im 13,98 o 0,18 cde 3,57 cde 18,71 def 28,21 a
20 | 5,82 hi 11,02 defgh 16,84 i 0,10 3,251 10,40 ijk 17,35 abcdefg
21 5,86 hi 8,56 | 14,41 no 0,11 hi 5,38 hi 19,44 def 23,49 abc
22 9,71 ab 513 n 14,83 mn 0,12 ghi 2,66 ghi 16,44 fgh 6,34 fg
23 5,97 hi 8,301 14,26 no 0,13 fghi 2,49 fghi 15,95 fgh 15,12 abccdefg
24 | 597hi 10,79 fghij 16,77 ij 0,14 fgh 2,95 fgh 8,48 jk 26,30 ab
25 9,39 bc 13,99 a 23,37 a 0,14 fgh 3,26 fgh 8,88 jk 19,53 abcdef
26 | 5,80 hi 10,91 efghi 16,71 ij 0,09 i 2,90 i 24,82 be 21,29 abcd
ET | 0,13 0,20 0,19 0,01 0,84 1,11 3,42

*  Valores en cada columna representan la media de cada tratamiento. Medias con letras distintas difieren significativamente segtin pruebas para-

métricas de ANOVA simple, Tukey, p < 0,05, Error Tipico (ET).

mg.g' MF. En los carbohidratos totales las mayores
concentraciones se encontraron en los clones: 7, 8
y 14, con 28,13; 30,73 y 31,17 pg.g' MF respectiva-
mente, mientras que la menor concentracion fue para
el clon 10, con 7,75 ug.g' MF. Al analizar la prolina
libre, los clones 19 y 24 fueron superiores, con 28,22
y 26, 29 pg.g' MF, mientras que los clones: 3, 4y 22
mostraron menores concentraciones con 4, 37; 5,94 y
6,34 pg.g' MF.

En cuanto al nimero y tipo de tricomas, en la figura 1
se puede observar que se encontraron tricomas glan-
dulares (senalados en figura 1 a, g, h, i), no glandulares
estrellados (senalados en figura 1 a, b, ¢, i) y no glandu-
lares simples (sefalados en figura 1 d, e, f).

No hubo diferencias en el tipo de tricomas para los 26
los clones evaluados, se observé un comportamiento
similar en todos los casos, con tricomas glandulares,
no glandulares estrellados y no glandulares simples,
aunque el tipo mas frecuente fue el no glandular es-
trellado.

Como se puede observar en la figura 1 (a-i), los tri-
comas de cacao mostraron diversidad en cuanto a
ndmero y tipo, asi como en las ramificaciones de los
no glandulares estrellados. Se encontré ademas, la
acumulacion de compuestos coloreados dentro de las
mismas, los cuales pueden ser fendlicos u otros meta-
bolitos de interés como terpenos, entre otros (Tattini
etal., 2000, McDowell et al., 2011). No obstante, para
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corroborar el tipo de compuestos presente es necesa-
rio recurrir a otros tipos de microscopia.

El nimero de tricomas varié en dependencia del clon,
aunque la mayoria de los clones no mostraron diferen-
cias significativas. La mayor cantidad de tricomas se en-
contr6 en los clones 5, 23 y 26, con 45, 40 y 40 tricomas.
mm?, sin diferencias significativas, y la menor en el clon
10, con 15 tricomas mm?. En hojas de papa y toma-
te, los tricomas contienen fenoles y enzimas oxidadoras
de fenoles (polifenol oxidasas) que pueden matar insec-
tos, dentro de los que se encuentran los afidos (Peter y
Shanower, 1998). Es por ello que resulta de gran interés
agrupar los clones por sus compuestos mayoritarios, asi
como evaluar si existe relacion entre el nimero de trico-
mas y los compuestos quimicos de las hojas de T. cacao.

En la figura 2 se muestra el andlisis de la relacién entre
los 26 clones estudiados de T. cacao, su contenido de
prolina libre, proteinas solubles, carbohidratos totales,
ligninas, fenoles solubles, fenoles ligados a la pared y
el ndmero de tricomas.

Los resultados muestran que en el espacio bidimen-
sional, que explica el 46,68% de la variabilidad total,
se definieron cinco grupos homogéneos. El grupo 1
(1), formado por los clones: 4, 16, 7, 10, 1, asociados
a la maxima concentracion de ligninas. El grupo 2 (Il)
formado por los clones 17, 12, 15, 26, 21, 23 y 24,
asociado a plantas con hojas con el mayor nimero de
tricomas. Los grupos 3 (lll) y 4 (IV) formados por los
clones: 2, 5, 6,9, 20, 22, 25; y 3, 18 respectivamen-
te, asociados a altos contenidos de proteinas solubles,
fenoles solubles y ligados a la pared y el grupo 5 (V),
formado por los clones: 14, 8, 13, 11, 19 respectiva-
mente, asociados al gradiente de maximo contenido
de prolina libre y carbohidratos totales.

Al comparar los tipos de cacao (forastero y trinitario),
en cuanto a la concentracion de fenoles totales, ligni-
na, proteinas solubles y prolina libre (tabla 3) se encon-
tr6 que los clones trinitarios tienen mayor contenido
de proteinas solubles y prolina libre que los forasteros.
Mientras que estos ultimos superan a los trinitarios en

Figura 1. Tipos de tricomas identificados en superficie de hojas adultas de T cacao L., clon 5 (Ocumare 61). Tricomas no glandu-
lares estrellados complejos (a, b, ¢, i). Tricomas no glandulares simples (d, e, f). Tricomas glandulares (a, g, h, i). Barra escala: 50

pm.
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Figura 2. Relacion entre clones de T. cacao L. Grupos formados por el componente principal 1 en prolina libre,
proteinas solubles, carbohidratos totales, ligninas, fenoles solubles, fenoles ligados a la pared y ndmero de tricomas.
Grupos: | (clones 4, 16, 7, 10, 1), Il (clones 17, 12, 15, 26, 21, 23 y 24), lll (clones 2, 5, 6, 9, 20, 22, 25), IV (3, 18)

y V (clones: 14, 8, 13, 11, 19).

fenoles totales (fenoles solubles + fenoles ligados a la
pared) y carbohidratos.

Es interesante sefalar que: las sustancias producidas
por las partes aéreas de las plantas pueden ser car-
bohidratos, aminoacidos organicos, fenoles y otros
compuestos, dentro de los fenoles estan los taninos,
que generalmente son toxinas por su capacidad de
unirse a proteinas y actdan como repelentes alimenti-
cios de muchos animales que pueden ser daninos a las
plantas, sin embargo pueden tener efecto positivo en
la salud humana (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Para el
caso de los fenoles totales (tabla 3), su concentracién
superior en clones forasteros puede estar relacionado
con que este tipo de cacao es mas resistente y de me-
nor calidad para la industria por su alto contenido de
fenoles, dentro de los que se encuentran los taninos,

con una mayor concentracion en estos clones (Figuei-
ra et al., 1997).

Las diferencias cuantitativas encontradas en el conte-
nido de fenoles (tabla 2) entre los clones, se asocian
mayormente al genotipo, debido a que las plantas te-
nian igual edad y estaban cultivadas en similares con-
diciones, lo que coincide con lo planteado por Zapata
et al. (2000) que demostrd, en tabaco, que los fenoles
dependen de la edad, el estado de desarrollo y el ge-
notipo. Niemenak et al., (2006) encontraron que los
fenoles totales, catequina, epicatequina y antocianina
en semillas frescas y fermentadas de T. cacao L., fue-
ron dependientes del genotipo pero no observaron
diferencias cualitativas en el contenido de polifenoles
en relacion con su origen genético, las diferencias se
relacionaron mas con las condiciones de crecimiento.
Sin embargo, en el presente trabajo se encontré dife-
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Tabla 3. Concentracién de fenoles totales, lignina, proteinas solubles, carbohidratos y prolina libre entre

clones trinitarios (T) y forasteros (F) de T. cacao L.

Fenoles .. Proteinas Carbohidratos .

. Lignina Prolina libre
Tipo Totales (UA) solubles totales (g2 MF)
(mg.g" MF) (mg.g" MF) (ng.g" MF) i

T 17,41 b 0,15 a 3,69 a 17,10 b 17,64 a
ET 0,40 0,01 0,25 0,83 0,92
F 18,44 a 0,14 a 2,66 b 21,58 a 12,95 b
ET 0,46 0,01 0,30 1,70 1,55

Valores en cada columna representan la media de cada tratamiento. Medias con letras distintas difieren significativamente segin pruebas paramé-

tricas de ANOVA bifactorial, Tukey, p < 0,05, Error Tipico (ET).

rencias en la concentracion de fenoles, carbohidratos,
proteinas y prolina asociadas al genotipo y también al
origen genético, ya que en los forasteros la concen-
tracion de fenoles totales y carbohidratos totales fue
superior a los trinitarios (tabla 4), en tanto que los tri-
nitarios fueron mayoritarios en proteinas solubles y la
prolina libre. Ademas, todos los indicadores evaluados
variaron entre los diferentes clones (tabla 3).

Coincidiendo con Chen et al., (2005) plantean que las
proteinas solubles, la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxila-
sa/oxigenasa (Rubisco) vy su contenido activasa, asi
como la actividad de la sacarosa fosfato sintasa, de-
crecen significativamente, mientras que el contenido
de azdcares solubles, fosfato inorgénico, clorofilas y el
complejo Il de la fotosintesis incrementaron en hojas
de arroz aclimatizadas con aire enriquecido con COx.
En la actualidad se conoce que las proteinas se en-
cuentran en baja concentracion en los tejidos vegeta-
les en comparacion con animales y bacterias, ademas
en plantas maduras son mas dificiles de extraer por
el espesor de la pared celular (Islam et al., 2004). Por
otra parte, los compuestos fenolicos combinan con las
proteinas por condensaciones covalentes (Carpentier
et al., 2005) y las proteinas como la Rubisco son muy
abundantes, lo que puede dificultar la deteccion de las
que estan en menor abundancia (Neilson et al., 2010;
Balbuena et al., 2011).

Matt et al., (2002) transformaron plantas de tabaco con
una construccién antisentido de Rubisco para estudiar
las consecuencias de una lesion en el metabolismo del
carbono fotosintético en el metabolismo del nitrégeno
y el metabolismo secundario. Ellos demostraron que
la inhibicion de la fotosintesis y el decrecimiento del
contenido de azdcares conllevan a la inhibicién del
metabolismo de nitr6geno y a cambios dramaticos en
la composicion de los metabolitos secundarios de las
hojas, como &cido clorogénico y nicotina, que son ri-
cos en carbono y nitrégeno en su estructura, respec-
tivamente. Demostraron ademds que los cambios en
la razén aminodcido: azicares se relacionaron con
cambios en la razén nicotina: dcido clorogénico. Estos

resultados se corresponden con los presentados en la
tabla 4, donde en el grupo que presenté mayor con-
centracion de fenoles (clones forasteros), se encontré
también mayor concentracion de carbohidratos.

Por otra parte, las proteinas, carbohidratos y prolina
juegan papeles importantes en la respuesta al estrés,
donde se ha demostrado que en hojas infectadas por
C. perniciosa decrecen las proteinas solubles (Frias et
al, 1991). También se ha encontrado que en hojas
de plantas de T. grandiflorum infectadas por hongo, se
afecta el contenido de clorofilas y por lo tanto se afec-
ta también la fotosintesis y la sintesis de carbohidratos,
asi como se producen variaciones en las concentracio-
nes de fenoles (Oliveira et al., 1997).

Como se puede observar, los grupos que se forman
con el ACP no se relacionan con el tipo de cacao, pues
los clones forasteros y trinitarios quedan mezclados
dentro de los diferentes grupos (figura 2). En la tabla
3, el grupo de los clones forasteros mostraron mayor
concentracion de carbohidratos y fenoles, los trinita-
rios en prolina y proteinas, y no existieron diferencias
entre los dos grupos para ligninas. Sin embargo, en el
ACP los clones se agruparon de otra manera: cinco
clones, se asociaron por su alto contenido de ligninas
(tres forasteros y dos trinitarios), otros cinco por la alta
concentracion de prolina y carbohidratos totales (dos
forasteros y tres trinitarios), nueve por su alto conte-
nido de proteinas y fenoles (todos trinitarios) y siete
con mayor ndmero de tricomas (un forastero y seis
trinitarios). Contrario a lo esperado, en el andlisis de
ACP, el mayor nimero de estructuras acumuladoras de
metabolitos (tricomas) se relacion6 mas con la mayor
concentracion de proteinas solubles y la prolina libre
que con el resto de los parametros evaluados.

En el caso de los tricomas, se conoce que la combina-
cion de tricomas glandulares y no glandulares confiere
resistencia a diferentes plagas, debido a que los glan-
dulares contienen o secretan mezclas de compuestos
quimicos y los no glandulares sirven de barrera meca-
nica sobre todo para los insectos (Peter y Shanower,
1998). Los clones con mayor ndmero de fenoles no
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resultaron asociados a los mayores contenidos de tri-
comas. Lo cual no descarta el hecho de que existan
tipos de fenoles que se encuentren en los tricomas, o
secretados por ellos y que sean de importancia por su
actividad bioldgica, lo que los haria interesantes para
la farmacia, control de patégenos y obtencion de pig-
mentos o aromatizantes. No obstante, para seleccio-
nar clones por la produccion de compuestos en los
tricomas habria que evaluar no solo cuéles son los de
mayor nimero, sino el perfil de metabolitos presentes
en los tricomas de cada clon y el valor de los mismos
por su actividad.

En plantas del género Solanum existen seis tipos de
tricomas y en todos los de tipo 1, 4 y 6 se encontraron
genes para la biosintesis de metabolitos como flavo-
noides, azucares acetilados y terpenoides (McDowell
et al., 2011). Hasta ahora en cacao no se ha descrito
que tipo de compuestos pueden estar en los tricomas,
pero si se conoce que hay tricomas glandulares y no
glandulares (Bailey et al., 2009) y que ademas hay un
alto contenido de fenoles, por lo que también podria
existir sintesis y secreciéon de compuestos similares a
los descritos para Solanum.

Finalmente, los clones analizados en la presente in-
vestigaciéon no estaban visiblemente infectados por
ningln patégeno, no obstante, dentro de los 26 clo-
nes existen algunos con mayor resistencia a patoge-
nos que otros. Por lo que las concentraciones de los
compuestos analizados pueden estar apuntando a ma-
yor cantidad de ellos en clones resistentes que en los
susceptibles a enfermedades fungosas. Por ejemplo,
en investigaciones previas realizadas en el banco de
germoplasma del que se seleccion6 el material evalua-
do, el clon 3 (alto contenido de proteinas y fenoles)
es resistente a P. palmivora y a C. frimbriata, el clon
8 (alto contenido de carbohidratos y prolina) es mo-
deradamente resistente a P. palmivora, el clon 4 (alto
contenido de ligninas) es resistente a C. frimbriata y
tiene baja incidencia de M. roreri, el clon 24 (mayor
ndmero de tricomas) es resistente a P. palmivora (Re-
yes et al., 1973; Gonzadlez et al., 2009; Gonzalez et
al, 2011; Morillo et al., 2012). Ademas, cuando el 19
(alto contenido de carbohidratos y prolina) fue utiliza-
do como madre en dos cruces (19 x 4y 19 x 22), la
descendencia de ambos mostraron baja incidencia de
P. palmivora en frutos cosechados y baja incidencia de
M. perniciosa como escobas vegetativas y en cojines
florales. Estos cruces presentaron buenos indices de
productividad, valores de indice de almendra > 1,3 y
de indice de mazorca < 22 (Gonzalez et al, 2011).
Lo que corrobora que cada grupo obtenido ofrece la
posibilidad del manejo de sus clones en dependencia
de su composicién quimica vy el futuro uso.

Conclusiones

Este estudio demostré que existen cinco grupos, de
acuerdo a la relacion existente entre la concentracion

de compuestos bioquimicos y los tricomas de hojas de
26 clones de T. cacao. Cinco clones, se asociaron por
su alto contenido de ligninas, otros cinco por la alta
concentracion de prolina y carbohidratos totales, nue-
ve por su alto contenido de proteinas y fenoles y siete
con mayor ndmero de tricomas, de acuerdo al ACP
que explica el 46,68% de la variabilidad total. Ademas,
el grupo de los clones forasteros mostré mayor con-
centracion de fenoles totales y carbohidratos, en tanto
que los trinitarios presentaron mayor concentracion de
proteinas y prolina. Los resultados obtenidos pueden
servir de base para la seleccion de clones, teniendo
en cuenta el contenido de los diferentes parametros
evaluados, en dependencia del interés de las futuras
investigaciones.
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Resumen

Los hongos de la podredumbre blanca de la madera, como Ganoderma sp., han sido utilizados alrededor del mundo por
sus propiedades medicinales, ya que poseen compuestos bioactivos como los triterpenos y los polisacaridos. Esta inves-
tigacion se centra en la produccion de polisacaridos a escala de laboratorio y de biorreactor, a partir de Ganoderma sp.,
aislado en la region andina, utilizando como sustrato un residuo ligninoceluldsico de la industria agricola suplementado
con glucosa y lactosa. Se encontré que las condiciones mas adecuadas y viables para la produccién de biomasa y polisa-
céaridos de Ganoderma sp., son: medio Bio 3%, 10 dias de incubacion, lactosa 10%, pH= 4,0, T= 30°C, 300 rpm y 1 vvm.
Los ensayos espectrofotométricos (fenol acido sulfdrico y escaneo en UV entre 200 y 400 nm), enzimdticos y de infrarrojo
permitieron identificar y cuantificar glucanos y algunas proteinas en los extractos, sugiriendo que los hongos endégenos de
la region Andina poseen caracteristicas propias de metabolitos importantes a nivel medicinal. Adicionalmente se demostré
el efecto antiproliferativo en células J774, especialmente del extracto GIPSi (IC50= 86%) similar al efecto generado por
estandares comerciales.

Palabras clave: fermentacion, polisacaridos, hongos de la podredumbre blanca de la madera, antitumoral.

Abstract

The white rot wood fungi like Ganoderma has been used worldwide because it has triterpenoids and polysaccharides
with medicinal properties. This research focuses on determining the polysaccharide production conditions and laboratory
and bioreactor scale, from the aforementioned fungi, isolated in the Andean region. It was used agricultural lignin-residue
supplemented with glucose and lactose. We found that the most appropriate and feasible production conditions for bio-
mass and Ganoderma polysaccharides are: Bio medium 3%, t = 10 days, 10% lactose, pH= 4,0, T= 30°C, 300 rpm and 1
vvm. The spectrophotometric, enzymatic and IR tests; allowed us to identify the presence of polysaccharides and proteins
in some extracts, suggesting that the endogenous mushrooms in the Andean region also have characteristics similar to
those of metabolites that are important in medicine. Additionally, the antiproliferative effect was observed in J774 sarcoma
cells, particularly GIPSi extract (IC50= 86%) similar to the effect generated by commercial standards.

Key words: fermentation, polysaccharides, white rot fungi, antitumoral.
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Introduccién

Durante siglos, diversas culturas alrededor del mundo
han empleado a los hongos como fuente nutricional,
medicinal y en procesos ambientales gracias a su com-
posicion y a los metabolitos que producen tanto en su
ambiente natural como en el laboratorio (Zhao et al.,
2010).

Se ha encontrado que muchos hongos macromicetos
tienen potencial anticancerigeno entre los cuales se
destacan géneros como Ganoderma, Lentinus, Pleu-
rotus, Agaricus, Schizophyllum, entre otros (Chen et
al,, 2012; Benzie and Wachtel-Galor, 2011; Bishop et
al., 2015; deVere et al., 2002); los cudles estan siendo
utilizados en la actualidad por diversas empresas al-
rededor del mundo, especialmente en Asia Oriental,
Australia y Norteamérica, para la produccién y comer-
cializacion del hongo y de sus extractos como alimen-
to funcional o como suplemento dietario.

La especie Ganoderma lucidum (Reishi en Japonés y
Lingzhi en Chino) ha sido ampliamente estudiada a
nivel mundial por sus propiedades alimenticias y medi-
cinales. Histéricamente se ha conocido como el “elixir
de la vida”. Este hongo basidiomicete hace parte de
los hongos de la podredumbre blanca de la madera
y es reconocido por sus enzimas ligninoliticas y por
sus propiedades medicinales tales como prevencion
de la obesidad; el mantenimiento de la salud intestinal;
reduccion de la hipertension; control de la diabetes y
la estimulacion de probiéticos (Bishop et al., 2015). La
mayor parte de las investigaciones se han desarrollado
en los paises del este de Asia (Korea, China, Japon) en
tematicas relacionadas con la produccién, extraccion
e identificacion de las sustancias bioactivas que posee
Ganoderma. Sin embargo es necesario implementar
mas estudios para ampliar el conocimiento acerca de
estos hongos en paises con gran biodiversidad como
Colombia.

Los polisacaridos de Ganoderma, han llamado la aten-
cion de la comunidad cientifica por los efectos que
poseen sobre el sistema inmune, inflamaciones vy
canceres exhibiendo efectos in vitro e in vivo como
lo demuestran diversas investigaciones (deVere et al.,
2002; Daba and Ezeronye, 2003). A nivel estructural,
los polisacaridos flngicos pueden encontrarse en for-
ma de homopolisacaridos, heteropolisacaridos y glico-
proteinas. En cultivos sumergidos se pueden obtener
tanto intra como exopolisacdridos. Los intrapolisaca-
ridos (IPS) se encuentran principalmente en la pared
celular fungica y los exopolisacaridos (EPS) son poli-
sacaridos extracelulares liberados al ambiente donde
se encuentran que los hongos utilizan principalmente
como mecanismo de proteccién (Donot et al., 2012).
Las propiedades medicinales de dichos polisacaridos
dependen no solo de su estructura quimica, peso mo-
lecular, la conformacién y configuracion de los enla-
ces glucosidicos; sino también de las caracteristicas
biolégicas y fisicoquimicas de la fermentacion como

medios de cultivo utilizados, agitacion, temperatura,
pH entre otros (Donot et al., 2012; Fraga et al., 2014).
Aunque no hay consenso sobre las mejores condicio-
nes, la mayoria de los autores sugieren que la mayor
produccion de EPS se da a pH bajos y utilizando glu-
cosa como sustrato (Donot et al., 2012).

A la fecha mas de 200 polisacaridos han sido aisla-
dos a partir de basidiocarpos, esporas, micelio y cul-
tivos liquidos de Ganoderma siendo éstos ultimos los
de preferencia para la explotacién comercial, ya que
encontrar el hongo en la naturaleza es dificil y la pro-
duccion de basidiocarpo tarda varios meses. Adicio-
nalmente, los cultivos sumergidos son mas faciles de
controlar y se obtiene produccién en poco tiempo,
pero en la mayoria de los casos debido al proceso de
produccion y a los sustratos utilizados el producto final
es muy costoso y de dificil acceso para la poblacion
general (Wagner et al., 2004; Benzie and Wachtel-Ga-
lor, 2011). Por lo tanto, se hace importante evaluar di-
ferentes sustratos para la produccién de polisacaridos
y con mayor viabilidad econémica; de manera que se
traduzca en un producto mas accesible y de buena
calidad. Una alternativa es reducir los costos de pro-
duccioén utilizando residuos agroindustriales que sirven
como fuente de carbono y nutrientes necesarios para
el desarrollo del hongo y la generacion de metabolitos
como los polisacaridos.

Esta investigacion se centra en la produccién de polisa-
caridos en cultivo sumergido a escala de laboratorio y
de biorreactor, a partir de un aislamiento de Ganoder-
ma sp., tomado de la regién andina, utilizando como
sustrato un residuo lignocelulésico de la industria agri-
cola suplementado con glucosa y lactosa. A pesar de
que algunos autores no han llegado a un consenso
sobre la fuente de carbono 6ptima, se ha encontra-
do que la glucosa favorece el rendimiento de los EPS
comparado con otros azucares (Wagner et al., 2004;
Fraga et al., 2014). Este hongo, fue elegido por su gran
importancia a nivel industrial y medicinal, ademas de
su potencial ligninolitico corroborada en investigacio-
nes previas realizadas en el grupo de investigacion Bio-
polimer (Arboleda et al., 2008; Arboleda and Mejia,
2010).

Materiales y métodos

Aislamiento fiingico

La cepa de Ganoderma sp., empleada para la realiza-
cion de este trabajo, fue recolectada de un bosque
himedo del municipio de Puerto Berrio (Antioquia,
Colombia), gracias a un permiso de recoleccién de
hongos otorgado por el ANLA (Permiso No. 17, 2012)
al grupo Biopolimer que tiene el interés de utilizar
microbiota autdctona. Se realizaron preinéculos en
el medio ligninolitico KIRK (Kirk, Croan et al., 1986) y
agar papa dextrosa (PDA). El tiempo de incubacion fue
de 30+£1°C. Las cepa fue preservada a 4°C en el medio
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de cultivo extracto de malta (MEA). Se realizaron tin-
ciones con azul de lactofenol, rojo congo y KOH, para
identificar las estructuras del hongo y llevar un segui-
miento del cultivo tanto a nivel de Erlenmeyer como
de biorreactor.

Evaluacién de sustratos para produccién de
biomasa y polisacaridos

Se utiliz6 como sustrato base una mezcla de residuos
orgdnicos que contienen carbono, nitrégeno y facto-
res de crecimiento apropiados para el desarrollo del
hongo. Para efectos de la investigacion se asegura la
uniformidad en la composicion del medio y se le de-
nominard sustrato Bio ya que es un medio de cultivo
indefinido que fue patentado por el grupo de investiga-
cién Biopolimer ante la Superintendencia de Industria
y Comercio de Colombia (Rad N°11-160567, 2014)
y fue licenciado a la spin off BIOINNCO SAS; empresa
creada a partir de resultados de investigacion del gru-
po Biopolimer.

Se evaluaron independientemente como inductores
de polisacaridos glucosa y lactosa a tres niveles (1, 10
y 20 % p/v). Al finalizar la fermentacién (10 dias) se
tomaron como variables de respuesta la biomasa pro-
ducida en g/L y la concentracién de EPS e IPS en g/L.
El tratamiento de los datos se realizé mediante los ana-
lisis estadisticos de ANOVA y el procedimiento de la
minima diferencia significativa LSD de Fisher, utilizan-
do el software STATGRAPHICS Centurion XVI versién
16.1.02.®

Fermentacidn en cultivo sumergido a nivel
de laboratorio

Se realizaron fermentaciones en Batch en Erlenmeyers
de 250 mL de boca ancha con tapones de algodén-ga-
sa, para facilitar la transferencia de gases, ya que el oxi-
geno es indispensable para el crecimiento del hongo.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en un agitador
orbital de 25 puestos con control de temperatura. Se
tomo6 como unidad experimental cada Erlenmeyer. Los
ensayos fueron independientes y se realizaron tripli-
cados de cada uno para hallar la desviacién estandar.

En todos los casos se utilizo como in6culo 3 discos de
5 mm de diametro a partir de la trofofase del preindcu-
lo en medio Kirk con 8 dias de incubacion y se adicio-
naron en condiciones asépticas a Erlenmeyers de 250
mL, utilizando como volumen de fermentaciéon 40 mL,
se adicion6 sustrato Bio al 3% p/v, y los azdcares co-
rrespondientes para cada ensayo, todos se ajustaron a
un pH inicial de 4,0+ 0,1 y se incubaron bajo agitacion
orbital a 150 rpm, y 30£ 1 °C, durante 10 dias.

El peso seco de la biomasa se obtuvo mediante filtra-
cion. Se utilizé primero un tamiz de 100 um, se lavé
la biomasa tres veces con agua desionizada y se filtro
por Whatman No. 1, para luego secarla a 70°C hasta
peso constante.

El proceso de extraccion de polisacaridos se represen-
ta en la figura 1. Los polisacaridos se cuantificaron por
el método de fenol-acido sulfdrico con algunas modi-
ficaciones que se detallan a continuacién (Masuko et
al., 2005; DuBois et al., 1956): Se preparé una solucion
madre de glucosa a una concentracion de 400 ppm vy
se realizaron cuatro diluciones entre 10 y 80 ppm con
las cudles se elaboré la curva de calibracion. Para las
lecturas se tomaron 400 pL de solucién de glucosa,
se adicionaron 200 uL de fenol e inmediatamente se
adiciono sobre el liquido 1000 pL de acido sulfdrico
concentrado cuya reaccién genera una coloracion
amarillenta. Se ley6 la absorbancia a 490 nm, longi-
tud de onda indicada para las hexosas, utilizando un
espectrofotéometro (UV-Vis Varian CARY 50 Bio) (Du-
Bois et al., 1956).

Fermentacién en cultivo sumergido
a nivel de biorreactor de 5L

Se utiliz6 un biorreactor de marca BIOSTAT® Aplus
de 7 L. Las condiciones fueron: 30 £1 °C, 300 rpm,
5Ly 1 vvm. El preinéculo utilizado fue a partir de
Ganoderma sp., en medio Bio + glucosa al 10% con
5 dias de incubacién y cuya cantidad fue del 10% del
volumen de trabajo del Biorreactor. La determinacion
de biomasa y polisacéridos se hizo de igual forma que
con el producto obtenido en Erlenmeyers con algunas
modificaciones que se detallan a continuacién. Luego
del proceso de extraccion detallado en la figura 1, se
toma una muestra de extracto crudo de polisacarido,
se hizo didlisis durante 3 dias con agua desionizada
a 4 °C. Seguidamente se liofilizaron las muestras ob-
teniéndose 4 extractos denominados de la siguiente
manera: GEPSs: Exopolisacarido soluble de Ganoder-
ma, GEPSi: Exopolisacarido insoluble de Ganoderma,
GIPSs: Intrapolisacarido soluble de Ganoderma, GIPSi:
Intrapolisacérido insoluble de Ganoderma.

Para los ensayos en UV, se tomaron 20 mg/mL de cada
uno de los extractos; GEPSs y GIPSs se diluyeron en
agua desionizada, y GEPSi y GIPSi se solubilizaron en
NaOH 1M. Se hizo un escaneo de sus fracciones entre
las longitudes de onda 200 y 400 nm para identificar
proteinas (280 nm) y acidos nucleicos (260 nm) (Zhao
et al., 2015). Seguidamente se hall6 el porcentaje de a
y B glucanos presente en los extractos, mediante el kit
enzimatico K-YBGL ® (Megazyme). Posteriormente, se
utilizé la técnica instrumental de infrarrojo para iden-
tificar enlaces caracteristicos de polisacaridos en los
rangos. La muestra se preparé con KBr en polvo grado
espectroscépico para formar una pastilla de T mm vy
posteriormente realizar las mediciones de infrarrojo
entre las longitudes de onda 1000 - 4000 cm™ (Ramos,
1990; Zhao et al., 2015).

Ensayo de actividad biolégica

Se realizaron ensayos de bioactividad (Zhao et al.,
2015; Nie et al.,, 2013) de los extractos para la deter-
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Se tomo un Erlenmeyer del shaker luego de 10 dias de incubaciéon

|

Se filtré por tamiz de 100 um y luego por Whatman No. 1 hasta
obtener clarificado. Se lavo el micelio 3 veces con agua desionizada

Biomasa

!

Filtrado

Se secd en estufaa 60°C
hasta peso constante

*Se concentrod al vacio a 45°C y luego se precipitd con 4
volimenes de etanol absoluto frio y se agité la mezcla.

i

A

Extraccion IPS

Se deja durante 12 horas a 4°C para obtener el extracto crudo de EPS.

v

v

Se dejo la biomasaen

Se centrifugd a 4000 rpm durante 20min a 4°C.

etanol al 70% durante 24h.

I

Se eliminod las impurezasy
posteriormente se descartd
el liquido.

Se descarto el sobrenadante, después se resuspendio en
etanol al 70% para eliminar oligosacaridos y se centrifugo
nuevamente a las mismas condiciones.

I}

v

Se dejo durante 2 horas en
agua hirviendo y luego se

Secado a temperatura ambiente con aire seco.

sometio a ultrasonido 1 h. W
\L Se solubiliza en agua caliente y ultrasonido y se cuantifica por el
— — método fenol-acido sulfurico utilizando glucosa como estandar.
Se filtro y se continud

el procedimiento
como en EPS*

Figura 1. Procedimiento utilizado para la extraccién de polisacaridos de cultivo sumergido de Ganoderma sp., fue realizado a partir
de la modificacién de procedimientos de varios autores (Donot et al., 2012; Nie et al., 2013; Ruthes et al., 2015).

minacion de su capacidad antitumoral en cultivos de
lineas célulares cancerigenas con la ayuda y experticia
del grupo de investigacion GIM de la Universidad de
Antioquia. Se utilizaron las lineas celulares, sarcoma de
raton J774 para evaluar el efecto antitumoral y VERO
para evaluar la citotoxicidad en células humanas;
gentilmente donadas por el laboratorio 6, del Centro
de Investigacion del Cancer de la Universidad de Sa-
lamanca, Espafa. Estas, fueron crecidas en el medio
RPMI 1640 (Gibco®) y suplementadas con 10% de
FBS (Fetal Bovine serum), 1000 U/mL de Penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina. Para el tratamiento con
los extractos, las células se cultivaron a 1500 células/
pozo en platos de 96 a 37 °C y 5 % de CO.. Para cal-
cular la concentracién inhibitoria 50 (IC50) se realizé
un ensayo colorimétrico (MTT) el cual mide la proli-
feracion celular. Las células fueron resuspendidas en

medio RPMI con 10 % de SFB y cultivadas en platos
de 96 pozos (100 pL de volumen final por pozo) a
37 °Cy 5 % de CO; por 72 horas en presencia de
diferentes concentraciones de cada uno de los polisa-
caridos (3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/mL) (Zhao et
al., 2015; Nie et al., 2013). Cada una de las concentra-
ciones se hizo por triplicado.

Resultados y discusién

Cepa de Ganoderma sp.

En la figura 2 se presenta el cultivo de Ganoderma
sp., en medio Kirk y las observaciones microscopi-
cas en azul de lactofenol, donde se pudo identificar
las hifas septadas y clamidosporas caracteristicas del
hongo.

Produccién de polisacdridos a partir de Ganoderma sp.

47



Figura 2. Macroscopia y microscopia de Ganoderma sp., A.
Micelio (Kirk), B. Clamidosporas (azul de lactofenol, 100X)

Evaluacién de sustratos para la produccién de
polisacaridos y biomasa de Ganoderma sp.

Se ha encontrado que el sustrato incide en la produc-
cion de metabolitos fungicos y entre ellos los polisaca-
ridos, ya que algunas investigaciones han demostrado
que parte de la composicion quimica de EPS e IPS de-
penden en cierta medida del medio de cultivo en el
que se incube el microorganismo, principalmente de
la fuente de carbono (Donot et al., 2012; Kagimura et
al, 2015).

Evaluacion de sustratos para la produccion de
biomasa de Ganoderma sp.

Sustratos utilizados: Bio 3%, Bio 3% + Lactosa (Lac:
1, 10 y 20 %), Bio 3% + Glucosa (Glu: 1, 10 y 20%),
Bio 3% + Glucosa + Lactosa (Bio 3% + 10% Gluc +
10% Lac). Los medios de cultivo que generaron mayor
produccion de biomasa fueron Bio 3% + Glucosa 20%
y Bio 3% + Lactosa 10%.

Las barras de error corresponden a la desviacién estan-
dar de los triplicados de cada variable.

Las letras sobre las barras representan las diferencias
significativas entre grupos. Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas y letras diferentes indi-
can que si hay diferencias significativas (P < 0,05).

El sustrato Bio, se utilizd en este trabajo en aras de
aprovechar residuos biodegradables que pueden ser
utilizados por las enzimas fungicas, beneficiando la
produccion de metabolitos, disminuyendo costos de
produccion, obteniéndose buenos rendimientos vy
como valor agregado la contribucién al cuidado del
ambiente.

Al inicio de la fermentacion, el medio de cultivo Bio
presenté solubilidad parcial en agua, evidenciando
cambios durante el proceso de fermentacion, obser-
vandose una transformacion y solubilidad del medio

B3 Bio 3%

B Bic 3%+Glu

O Bio 3%+Lac

B Bio 3%+Glu+Lac

Concentracion Biomasa (g/L)

% Carbohidrato

Figura 3. Efecto de la concentracién de diferentes sustratos
para la produccién de biomasa de Ganoderma sp.

al transcurrir el tiempo, indicando que el hongo estaba
consumiendo el sustrato, comparado con el control
sin inocular. En la figura 3 se aprecia que dicho sus-
trato por si solo, no es suficiente para alcanzar altas
concentraciones de biomasa en menor tiempo, ob-
teniéndose un promedio de 12 g/L a los 10 dias de
fermentacion (figura 3 Bio 3%). Otras investigaciones
como la de Fang y Zhong (2002), utilizaron fuentes de
carbono convencionales como glucosa al 20, 35, 50 y
65 g/L, encontrando que a la concentracién de 35 g/L
(3.5 % p/v aprox.) se produjeron 14.1 g/L de biomasa
de G. lucidum a los 8 dias de fermentacion. Por otra
parte, Tang y Zhong (2002) evaluaron la produccién
de biomasa con lactosa inicial al 20, 35, 50 y 65 g/L
obteniendo un maximo de 14,39 g/L de biomasa de
G. lucidum a 65 g/ de lactosa (6,5% p/v aprox.) a los
14 dias.

En la presente investigacion con el medio Bio al 3% sin
suplementacion con glucosa o lactosa, se produjo 12
g/Ly con glucosa o lactosa al 1% se produjeron 20,97
y 20,02 g/L respectivamente a los 10 dias; sugiriendo
que es posible utilizar sustratos alternativos, econémi-
cos y amigables con el ambiente con resultados simila-
res o mejores que los medios convencionales, para la
produccion de hongos de importancia biotecnolégica.

En la figura 3 y en los andlisis de comparacién de me-
dias mediante el procedimiento de LSD de Fisher, se
puede concluir que la concentracion de la biomasa
es similar al utilizar glucosa o lactosa al 1% y al 10%
(tanto independientes como combinadas), siendo
la concentracion del 10% la que mayor favorecié la
produccion de biomasa. Otros investigadores como
Papinutti (Papinutti, 2010) también demostraron que
no hay diferencias significativas en el desarrollo de la
biomasa cuando se utiliza glucosa o lactosa como dni-
ca fuente de carbono a una concentracién inicial del
1% p/v.

Adicionalmente, se observé que el sustrato influye de
una forma altamente significativa en el crecimiento del
hongo. En todos los porcentajes de adicién de gluco-
sa y lactosa, hubo un incremento en la concentraciéon
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de la biomasa, siendo directamente proporcional en
el caso de la glucosa. Al utilizar lactosa, se observé in-
cremento hasta el 10% y de ahi en adelante pareciese
haber una inhibicién por sustrato. En otras investiga-
ciones se ha demostrado que altas concentraciones de
algunos nutrientes inhiben el crecimiento de los hon-
gos en procesos de fermentacion (Fang and Zhong,
2002; Chen et al., 2008; Papinutti, 2010).

Pese a que la mayor concentracion de biomasa se ob-
tiene al 20% de glucosa (200 g/L), es una cantidad
muy alta de sustrato para un proceso de fermentacion
que se piensa utilizar a escala industrial, donde el obje-
tivo es disminuir costos de produccién por lote, utilizar
sustratos alternativos y obtener buenos rendimientos
(costo-beneficio). Por otra parte, la lactosa al 20 % es
poco soluble en agua y desfavoreci6 el crecimiento
del hongo.

Evaluacién de sustratos para la produccién
de IPS de Ganoderma sp.

Sustratos utilizados: Bio, Bio + Lactosa (Lac: 1, 10y 20
%), Bio + Glucosa (Glu: 1, 10 y 20%), Bio + Glucosa
+ Lactosa (Bio + 10% Glu + 10% Lac). El medio de
cultivo que generé mayor produccion de EPS fue Bio
+ Lac 20%.

Las barras de error corresponden a la desviacion estan-
dar de los triplicados de cada variable.

Las letras sobre las barras representan las diferencias
significativas entre grupos. Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas y letras diferentes indi-
can que si hay diferencias significativas (P < 0,05).

En la figura 4 se puede observar que la produccion de
EPS es dosis dependiente, presentandose una mayor
concentracion cuando se adiciond glucosa o lactosa
al 20%.

Revisando resultados de otros autores, se encontr
que Fang y Zhong (2002) produjeron 0,43 = 0,05 g/L
de EPS de G. lucidum a los 6 dias de fermentacion
utilizando glucosa a 20 g/L (2% p/v) como fuente de

15
W Gio 3%
O Bio 3%+Glu
—0 B Bio 3%+Lac
5 B Bio 3%+Glu+Lac
[1]
o [+
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Figura 4. Efecto de la concentracién de diferentes sustratos
para la produccién de EPS de Ganoderma sp.

carbono, mientras que Tang y Zhong (2002) produje-
ron 0,32 £ 0,04 g/L de EPS de G. lucidum el dia 12 de
fermentacion utilizando lactosa a 20 g/L (2% p/v). En
esta investigacion con el medio Bio al 3% suplementa-
do con glucosa o lactosa al 1% se produjeron 0,47 +
0,06 g/Ly 0,40 + 0.04 g/L de EPS respectivamente a
los 10 dias de fermentacion.

No se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas cuando se utilizé lactosa al 10% o glucosa
en combinacion con lactosa al 10%. Al utilizar lactosa
o glucosa al 10% vy lactosa al 20% se observan dife-
rencias significativas en la produccion de EPS, siendo
mayor en el caso de la lactosa. Lo anterior demuestra
que la produccion de EPS es dosis-dependiente con
respecto a la adicion de estos azdcares tal y como lo
han demostrado otros autores (Fang and Zhong, 2002;
Tang and Zhong, 2002; Lee et al., 2007). Teniendo en
cuenta lo anterior, para producir EPS de una forma via-
ble y econémica, se sugiere utilizar una combinacién
del sustrato Bio con lactosa al 10% (2,65 g/L).

Evaluacién de sustratos para la produccién
de IPS de Ganoderma sp.

Sustratos utilizados: Bio + Lactosa (Lac: 1, 10 y 20 %),
Bio + Glucosa (Glu: 1, 10y 20%), Bio + Glucosa + Lac-
tosa (Bio + 10% Gluc + 10% Lac). El medio de cultivo
que generé mayor produccion de IPS fue Bio + Glu
10% + Lac 10%.

Las barras de error corresponden a la desviacion estan-
dar de los triplicados de cada variable.

Las letras sobre las barras representan las diferencias
significativas entre grupos. Letras iguales indican que
no hay diferencias significativas y letras diferentes indi-
can que si hay diferencias significativas (P < 0,05).

En la figura 5 se muestra que no hay diferencias signi-
ficativas en utilizar la mayoria de los sustratos para la
produccion de IPS, excepto cuando se utiliza lactosa
al 20% vy la combinacion de lactosa y glucosa al 10%,
como se observa en la diferencia de letras sobre las
barras.

1.5
Bio 3%+Glu
B Bio 3%+Lac
1.0 d B Bio 3%+Glu+Lac

IPS (g/L)

e
o

0.0

% Carbohidrato

Figura 5. Efecto de la concentracién de diferentes sustratos
para la produccién de IPS de Ganoderma sp.
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Fany Zhong (2002) cuando utilizaron glucosa a 20 g/L
(2% p/v) como fuente de carbono, produjeron 0,55 *
0,028 g/L de IPS de G. lucidum a los 6 dias, mientras
que Tang y Zhong (2002) produjeron 0,92 + 0,00 g/L
de IPS de G. lucidum utilizando lactosa como fuente
de carbono. En la presente investigacion se logré pro-
ducir 0,5+ 0,1 g/Ly 0,56 £0, 09 g/L de IPS utilizando
el medio Bio con glucosa y lactosa al 1% respectiva-
mente a los 10 dias de fermentacion. Para el caso de
la glucosa se obtuvo el mismo resultado que los auto-
res mencionados, utilizando un residuo agroindustrial
como sustrato y a la mitad de la concentracion de glu-
cosa que ellos utilizaron.

Utilizando el medio Bio con 1, 10, y 20 % p/v de gluco-
sa, la productividad de IPS en relacion con la biomasa
fue de 25,7 £ 2,8; 8,72 + 1,8; 3,73 £ 0,76 mg/ 100 mg
de biomasa, respectivamente; y utilizando el medio Bio
con 1, 10, 20 % p/v de lactosa se obtuvieron 33,95 +
6,3; 9,06 £ 2,2; 11,05 £ 2,3 mg/100 mg de biomasa,
respectivamente; indicando que la produccion de IPS
es inversamente proporcional a la concentracion del
carbohidrato adicionado, similar a lo obtenido por Lee
et al. (2007) en la produccion de IPS de G. applanatum.

El efecto estimulatorio de los carbohidratos en la pro-
duccién de polisacaridos, ya se ha observado en inves-
tigaciones previas (Fang and Zhong, 2002; Tang and
Zhong, 2002; Lee et al., 2007; Papinutti, 2010). De los
resultados obtenidos, se puede concluir que la produc-
cion de Biomasa y EPS en la mayoria de los casos es
dosis-dependiente con respecto al carbohidrato suple-
mentado y en el caso de IPS, no se observan grandes
diferencias entre los tratamientos. La mayor produc-
cion de IPS se observa al combinar el medio Bio con
lactosa y glucosa al 10% (0,78 £ 0,1 g/L). Esto quiere
decir que no necesariamente la produccién de bioma-
sa y polisacaridos estan directamente relacionadas.
Por lo tanto para fines de produccion simultanea de
biomasa, EPS e IPS, obteniendo los mejores rendimien-
tos y de una forma econémica, se decide continuar los

ensayos en biorreactor con el medio Bio suplementa-
do con lactosa al 10%

Produccién de biomasa y polisacaridos a nivel
de biorreactor de 5L

A nivel de biorreactor de 5 L se decidié trabajar con
lactosa al 10% como sustrato para fomentar tanto la
produccion de biomasa como de polisacaridos. No
se modifican variables porque la produccion se realiza
con el fin de obtener grandes cantidades de biomasa
y polisacaridos para los posteriores andlisis de identi-
ficacion. Se realizaron seguimientos del cultivo en el
microscopio cada 2 dias, observandose una buena for-
macién y tamano de pellets, lo cual es muy positivo
a la hora de realizar el escalado de una fermentaciéon
(figura 6). Al finalizar la fermentacion (5 dias) se obtu-
vo una biomasa de 153 g/L. El tiempo de fermentacion
fue menor que a escala de Erlenmeyer, porque a dias
posteriores se generaba gran cantidad de polisacarido,
cambiando las propiedades reoldgicas del medio y di-
ficultando la agitacion y disminuyendo la trasferencia
de oxigeno (datos no mostrados).

En la figura 7 para Ganoderma sp. se observa la
cantidad de polisacarido producido por volumen de
biorreactor. La mayor cantidad de carbohidratos obte-
nidos con el medio Bio suplementado con lactosa, se
da en el extracto GIPSi y la menor cantidad en GIPSs.
La sumatoria total de polisacaridos producidos en el
biorreactor fue de 26,9 g/L. Debido a la gran canti-
dad de biomasa producida, se obtuvo mayor concen-
tracion de IPS insoluble, ya que a nivel estructural la
pared celular fdngica posee polisacaridos insolubles
como la quitina y los glucanos (Chan et al., 2009; Do-
not et al., 2012). De los EPS liberados al medio, se ob-
tuvo mayor proporcion de solubles que de insolubles,
probablemente porque el hongo se encontraba en un
medio acuoso que favorecio la liberacion de sustan-
cias solubles.

Figura 6. Seguimiento de los pellets de Ganoderma sp., en cultivo sumergido. Micrografias a 40X (A) y 400X (B) con azul de lacto-

fenol.
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Tabla 1. Porcentaje peso/peso de oy 3 glucanos en los
extractos flingicos. El porcentaje se obtiene con base en el
peso seco del extracto crudo.

. % w/w de beta
Muestra Tipo de glucano | /
glucano
Glucano total 39,63
GEPSs a-glucano 5,66
B-glucano 33,98
Glucano total 40,39
GEPSi a-glucano 5,09
B-glucano 35,30
Glucano total 59,44
GIPSi a-glucano 8,21
B-glucano 51,23
Glucano total 9.65
GIPSs o-glucano 1.67
B-glucano 7.99
14
12
10 1
=
=
8
£
B 6
2
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9
; I
GEPSs GEPSi GIPSi GIPSs

Figura 7. Produccién de EPS e IPS a nivel de Biorreactor. Ga-
noderma sp.: GEPSs: EPS soluble, GEPSi: EPS insoluble, GIPSi:
IPS insoluble, GIPSs: IPS soluble.

Se cuantificaron los a y B glucanos para determinar las
diferencias entre la concentracién de azdcares obtenida
por el método del fenol acido sulfirico y la cantidad de
alfa'y beta glucanos presentes en los extractos de acuer-
do al método enzimatico que es mas especifico. Como
se presenta en la tabla 1 se confirma la presencia de
beta y alfa glucanos en los extractos de Ganoderma sp.
El extracto GIPSi fue el que presenté mayor porcentaje
de glucanos totales. En todas las muestras se encontr6
que de los polisacaridos totales de las diferentes fraccio-
nes, en general, entre el 40% y el 60% son tipo gluca-
nos, lo cual es muy satisfactorio, ya que éstos presentan
buena actividad biolégica (Zhao et al., 2015; Nie et al.,
2013; Ruthes et al., 2015).

Se encontré que mas del 80% de los glucanos totales
en todas las muestras son B-glucanos, lo cual es acorde
a lo reportado para éstos hongos, debido a que los
B-glucanos hacen parte de su pared celular (Ruthes et
al., 2015). Esta situacién es muy satisfactoria ya que
los B-glucanos han sido los mas estudiados, aislados y
utilizados por sus propiedades bioactivas.

Andlisis por ultravioleta

En la figura 8 se aprecian los espectros ultravioleta de
cada uno de los extractos a A entre 200-400 nm. Se
compararon los extractos contra un estandar de pro-
teina, todos a una concentracién de 2 mg/mL. Se pue-
de observar que no hay picos caracteristicos de acidos
nucleicos (260 nm), y el extracto GIPSi presenté un
pico a 280 nm, lo que permite inferir la presencia de
proteinas que pueden estar unidas a polisacaridos,
aunque en pequena proporcién por su baja absorcion
en el espectro. Para la determinacion de polisacaridos
por el método de fenol-acido sulfirico se debe tener
en cuenta la pureza de las muestras ya que el méto-
do es sensible a altas concentraciones de proteinas.
Para purificarlas, es comun utilizar el método de Sevag
(Staub, 1965), el cual consume mucho tiempo, reacti-
vos y es muy laborioso. Como no se observaron altas
concentraciones de proteina y en el presente trabajo
el interés primordial es la bioprospeccion de hongos
endogenos de Antioquia y la identificacion de metabo-
litos de interés farmacéutico, se decidié no purificar el
extracto, para conocer sus caracteristicas y no excluir
metabolitos posiblemente bioactivos que se pierden
en los procesos de purificacion.

Andlisis por infrarrojo
La determinacién de la configuracion anomérica de

los monosacéridos fue analizada mediante espectros-
copia de infrarrojo (IR). Se analizaron todos los extrac-

Proteina

GIPSs

T
250 300 350
Long. Onda (nm)

Figura 8. Espectro ultravioleta a longitudes de onda entre
200-400 nm de cada uno de los extractos.
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GEPSs ; e
Figura 9. Espectro IR de GEPSs

tos, y se observo que presentaban un patrén similar,
por lo cual sélo se presenta el espectro de GEPSs.

El espectro obtenido para el extracto GEPSs presen-
tado en la figura 9 fue el esperado para un B-glucano,
mostrando una banda de absorcion de alrededor
de 890 cm? la cual es caracteristica de los enlaces
B-glicosidicos. Ademas el espectro carece de las ban-
das 850 y 930 cm' que son bandas normalmente
atribuidas a los alfa glicosidicos (Limberger-Bayer, de
Francisco et al., 2014).

En este espectro, también se observan bandas a 1650
cm™ que son caracteristicas de los enlaces CO-NH, re-
lacionados con péptidos o amino-azucares (Zechner-
Krpan et al., 2010).

Actividad biolégica

Muchos estudios se han concentrado en la produccién
y bioactividad de los polisacaridos solubles en agua,
por ser mas faciles de manejar, cuantificar y caracteri-
zar. Por el contrario, la actividad de los polisacaridos
insolubles en agua ha sido poco estudiada (Papinutti,
2010). Es por esto que en este estudio se evalda la ac-

tividad de polisacaridos solubles e insolubles, amplian-
do un poco mas el conocimiento de éstos Ultimos.

En los ensayos realizados en las células VERO, no se
observo inhibicion de crecimiento a la mayor concen-
tracion utilizada. Indicando asi, que los polisacaridos
no poseen actividad citotoxicas en células humanas
a las concentraciones evaluadas (IC50 > 100 pg/mL)
(Datos no mostrados) (OPS 2013). En sarcoma de cé-
lulas reticulares de ratén (J774) hubo un cambio de
morfologia e inhibicion de crecimiento en las células a
una concentracion de 200 pg/mL (figura 10).

El comportamiento fue similar en todos los extractos.

En esta investigacion se observé un efecto dosis-de-
pendiente, similar a lo reportado por otros autores con
respecto a la actividad antitumoral de los polisacaridos
in vitro (Chen et al., 2008).

El mecanismo de accién de los polisacaridos sobre las
lineas celulares cancerigenas no esta completamente
elucidado (Zhao et al., 2015).

Se puede observar que el efecto es dosis-dependiente
y todos los extractos poseen una actividad similar a la
del estandar de B-glucano.

En la figura 11 se observa un efecto de los extractos de
Ganoderma sp., sobre el porcentaje de proliferacion
de células de sarcoma J774. Se toma como 100% el
control de las células sin tratamiento. Casi todos los ex-
tractos incluyendo el estandar de B-glucano (Chroma-
dex®), cuya promesa de venta es poseer bioactividad,
presentan un comportamiento similar. El efecto es
dosis-dependiente, donde a bajas concentraciones no
hay efectos en las células de ]774 y a concentraciones
entre 100 y 200 pg/mL se observa efecto inhibitorio
en la proliferacion. El extracto que tuvo mayor efecto
en las células y presenté un comportamiento similar al
estandar (IC50= 81,8) fue el GIPSi (IC50= 86) (tabla
2). Este extracto present6 un espectro similar en el IR
al GEPSs (figura 9), lo cual indica que tiene enlaces

Figura 10. A. Sarcoma de ratén 774 antes del tratamiento con los extractos. B. Sarcoma J774 después del tratamiento con los

extractos a 100y 200 pg/mL.
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Figura 11. Efecto de los extractos de Ganoderma sp., en el %
de proliferacién de Sarcoma J774.

caracteristicos de los polisacédridos flingicos. Adicional-
mente, fue el extracto con mayor concentracion de
azucares por volumen de biorreactor, al igual que mos-
tr6 presencia de proteinas en el espectro UV y fue del
que se obtuvo mayor porcentaje de glucanos (59%)
(tablas 1, 2 y figura 8). Lo anterior indica la importancia
de continuar evaluando este extracto, porque con los
ensayos realizados hasta el momento posee todas las
caracteristicas de un polisacarido bioactivo. De igual
forma, se hace necesario realizar ensayos posteriores
con otras lineas celulares donde se evalie su capaci-
dad antitumoral directa o si su efecto es inmunomo-
dulador como han demostrado otras investigaciones
(Feng et al., 2010).

Tabla 2. IC50 de los extractos de Ganoderma sp.

Muestra IC50 SD
Estandar 81,8 6,79
GEPSs 105 7,07
GEPSi 88 2,83
GIPSi 86 2,83
GIPSs 106,5 19,09

Conclusiones

Comunmente en las investigaciones se utilizan cepas
comerciales para la produccion de metabolitos de
importancia industrial y farmacéutica. En este trabajo,
se logré obtener altos rendimientos de biomasa y de
polisacaridos a partir de una cepa colombiana de Ga-
noderma sp., aislada en la regién Andina tanto a escala
de Erlenmeyer como de biorreactor de 5 L.

Con el sustrato Bio utilizado se lograron mayores can-
tidades de biomasa y polisacaridos que las reportadas
en investigaciones que utilizan sustratos convencio-

nales. Adicionalmente, al utilizar suplementos de car-
bohidratos como la glucosa y la lactosa, se mejoré la
produccion simultdnea de biomasa y polisacaridos,
obteniéndose grandes cantidades. Entre los medios
evaluados, se eligi6 como mejor sustrato al medio Bio
suplementado con lactosa al 10%.

Este trabajo muestra que es posible utilizar residuos
agroindustriales en procesos biotecnolégicos como
sustratos de bajo costo y que contribuyen a la utiliza-
cion de estrategias limpias que permitan el cuidado del
ambiente y con los que se pueden obtener mayores
rendimientos.

Los ensayos de fenol-acido sulfirico, ultravioleta, % de
glucanos e IR, permitieron detectar la presencia de poli-
sacaridos y algunas proteinas en los extractos, sugiriendo
que los hongos endégenos de nuestra region también
poseen caracteristicas y metabolitos importantes a nivel
medicinal como los reportados en paises orientales. Se
encontré que mas del 80% de los glucanos totales obte-
nidos, son B-glucanos, los cudles han sido ampliamente
estudiados por ser moléculas bioactivas.

Adicionalmente se demostré que los extractos de
polisacdridos a menos de 200 pug/mL no presentaron
toxicidad en lineas celulares VERO y poseen efecto
antiproliferativo en células de sarcoma ]774, especial-
mente con el extracto GIPSi que tuvo un efecto similar
al generado por estandares comerciales de B-glucanos.

Es necesario realizar posteriores ensayos que permitan
caracterizar los polisacaridos aislados y determinar su
actividad bioldgica, especialmente cuando se trata de
aprovechar la biodiversidad colombiana.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Remocion anaerobia del colorante azul directo brl en Reactor
Anaerobio de Flujo Ascendente UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket) con carbon activado

Anaerobic removal of the brl direct blue dye in Upflow Anaerobic
Sludge Blanket (UASB) with activated carbon
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Resumen

En esta investigacion se utilizé el colorante azul directo brl para remocién anaerobia con un consorcio bacteriano aislado
de efluentes industriales del Parque Industrial rio Seco (PIRS), Arequipa, Perd; en un reactor anaerobio de flujo ascendente
UASB con carbon activado. El reactor tuvo una capacidad de 14.4 L con lodos y carbdn activado del 40% de volumen, con
una carga organica de 6 Kg DQO/m? - dia y un tiempo de retencion hidraulica de 1 dia con un flujo ascendente. El objetivo
fue medir la eficiencia de la remocion anaerobia del colorante en un tiempo de 28 dias. Los resultados demostraron un
incremento del 41% de los Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV) de 12894 mg-L" a 21546 mg-L" bajo las condiciones del
experimento, con una remocion del 57% de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de 484 mg-L' a 122 mg-L"'y una
remocion del 87% del colorante azul directo brl de 69.61 mg-L"a 9 mg-L". Los resultados con el carb6n activado granular
solamente, demostraron una remocién del 61% del colorante azul directo brl de 70.67 mg-L'a 27.83 mg-L" alos 28 dias.

Palabras clave: Consorcio bacteriano, remocion, DQO, PIRS, SSV.

Abstract

In this research the brl direct blue dye was used for anaerobic removal with a bacterial consortium of industrial effluents
from Industrial Park Rio Seco (IPRS), Arequipa, Peru; in an anaerobic reactor of UASB Upflow with activated carbon. The
reactor had a capacity of 14.4 L with sludge and activated carbon of 40% of volume, with an organic load of 6 Kg COD/
m?*-dia and a hydraulic retention time of 1 day with an upward flow. The objective was to measure the efficiency of the
anaerobic removal of coloring in a time of 28 days. The results showed an increase of 41% of the solids suspended volatile
(SSV) 12894 mg-+L" up to 21546 mg-L" under the conditions of the experiment, with a removal of 57% of the chemical
demand of oxygen (COD) from 484 mg-L" to 122 mg- L' and a removal of 87% of the dye Blue direct the 69.61 brl mg- L
to 9 mg- L. Results with activated charcoal granular only, they showed a removal of 61% of the dye Blue direct 70.67 brl
mg-L-1 to 27.83 mg-L" at 28 days.

Key words: Bacterial consortium, removal, COD, IPRS, SSV.
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Introduccién tabilizacion de residuos y podria ser una opcién para

generar Hs biolégico. Este reactor presenta caracteris-

El reactor anaerobio de flujo ascendente UASB es el
mas utilizado en altas tasas de proceso de tratamiento
anaeroébico. El UASB es un reactor capaz de retener la
alta concentracion de microorganismos y tasa de es-

ticas positivas, como permitir una alta tasa de carga
organica, corto tiempo de retencién hidraulico (TRH)
y tiene una demanda de energia baja (Metcalf & Eddy,
2003).
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Existen una gran variedad de disefios de biorreactores
aplicados al tratamiento anaerobio de agua residual.
Estos pueden ser de tipo reactor de mezcla comple-
ta, lecho fijo o inmovilizado, lecho fluidizado o de
mamparas. La aplicacion de sistemas de alta veloci-
dad, tales como reactor anaerobio de flujo ascendente
(UASB) o lecho expandido de lodos granulares (EGSB),
en los cuales los tiempos de retencion hidraulicos se
desacoplan de los tiempos de retencién de sélidos, fa-
cilitando la eliminacion de los colorantes de las aguas
residuales (Van Lier, 2001). El reactor anaerobio de flu-
jo ascendente UASB fue disenado en Holanda por Gat-
ze Lettinga y sus colaboradores en la Universidad de
Wageningen; realizando investigaciones desde 1971
buscando un tratamiento anaerobio de un solo paso
para agua residual industrial (Lettinga et al., 1980).

El aspecto mas significante de estos reactores anae-
robios es la formacion de lodo granular, y consisten
fundamentalmente en una mezcla densa de bacterias,
que se encargan de llevar a cabo la oxidacion de la
materia organica en metano. La formacion de granulos
depende de las caracteristicas de la corriente residual,
la carga de sustrato y los detalles de funcionamiento
del reactor, asi como la velocidad del fluido ascenden-
te que vade 1 a2 m+h' (se recomienda que el pro-
medio diario no exceda de T m+h'). Se han estudiado
UASB con lecho expandido, manejando velocidades
de 6a 12 m-h'. El tiempo de retencion hidraulico pue-
de ser de 1 dia o menos y la carga contaminante que
puede manejar va de 0.5 a 40 kg+m= (Droste, 1997).
Una opcién factible a la solucion del problema de los
efluentes textiles es la aplicacion de procesos biol6gi-
cos que degraden los colorantes. El agua contaminada
con estos compuestos puede tratarse mediante bio-
rreactores similares a los utilizados convencionalmen-
te, solo mejorando el proceso con la estimulacién de
microorganismos adaptados a la degradacion del co-
lorante de tal manera que sea eficiente su reduccion.

Razo-Flores et al., (1997), demostraron que algunos co-
lorantes azoicos pueden ser fuente de carbono, nitr6-
geno y de energia para microorganismos anaerobios,
y por lo tanto pueden ser degradados en reactores
biolégicos, especificamente ellos utilizaron un reactor
anaerobio de flujo ascendente UASB. El carbén activado
ha sido utilizado por varios autores como soporte de
biopeliculas para remover contaminantes en solucion
acuosa en reactores ya sea de lecho fijo o fluidizado.

En el caso de los tintes azo, el primer paso de la de-
gradacion es la ruptura del enlace azo. Este paso es
llevado a cabo por una variedad de enzimas citoplas-
maticas con baja especificidad por el substrato llama-
das “azorreductasas”. En condiciones andxicas estas
enzimas facilitan la transferencia de electrones por me-
dio de flavinas solubles al tinte azo, el cual se reduce
(McMullan, 2001). Van Der Zee et al., (2003) demos-
traron que el carb6n activado funciona como media-
dores redox en la degradacion de colorantes azoicos

acelerando su reduccién; el carbén actda de tal mane-
ra que acepta electrones de los microorganismos y los
transfiere a la molécula de colorante, a través de los
grupos en su superficie.

Los reactores anaerobios como se ha mencionado son
convenientes para remover colorantes azoicos, pero
la degradacién es muy lenta, por lo tanto, es necesa-
rio buscar las condiciones adecuadas para acelerar el
proceso de reduccion, y asi sea posible contar con un
proceso eficiente y econémico.

Por tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar la efi-
ciencia de la biodegradacion anaerobia del colorante
azul directo brl en un reactor anaerobio de flujo ascen-
dente UASB con carbén activado.

Materiales y métodos

Recoleccion de las muestras

La toma de muestras de aguas residuales se realizo
en los efluentes industriales “Parque Industrial de Rio
Seco (PIRS)” ubicado al Noreste del centro de la ciu-
dad de Arequipa, Perd (71°35’59°" LO; 16°21'22""°
LS; 2250 m s.m.m). Las caracteristicas del agua resi-
dual se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del agua residual usada en el
experimento

Parametros Valores | Unidades
pH 8.1
Temperatura 21.4 °C

Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO)

Sélidos Totales Disueltos (STD) 12500 mg/I

33500 mg/I

Sélidos Suspendidos

Totales (SST) 238205 mg/!

Sélidos Suspendidos

Volatiles (SSV) 12894 mg/|

Los 15 litros de lodos de las aguas residuales del PIRS
fueron utilizadas como inéculo para el reactor, luego
se alimento6 con solucion de colorante azul directo brl
preparada en laboratorio de Biologia Celular del De-
partamento Académico de la Universidad Nacional de
San Agustin (Arequipa, Peru).

Ensamble del reactor anaerobio de flujo
ascendente (UASB) con carbén activado

Se puso en operacion un reactor de flujo ascenden-
te del tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
con una capacidad de 14.4 litros fabricado de acrilico,
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con un lecho fijo de carbon activado del 40% del vo-
lumen de trabajo aproximadamente. El disefio de los
reactores se realizé de acuerdo al método basado en
la carga organica y en el criterio de velocidad de flujo
(Gonzélez & Escamilla, 2006).

El reactor posee un didametro de tubular de 15 cm,
con un caudal minimo de 10 mL+min”, una carga de
6 kgDQO/m?.dia y un tiempo de retencién hidraulico
(TRH) igual a un dia (figura 1).

Preparacién del inoculo y condiciones
de mantenimiento

Se tomaron 6 litros de agua residual provenientes de
efluentes industriales PIRS con vertimientos domésti-
cos, curtiembres y empresas industriales, presentando
un consorcio de microorganismos anaerobios. Este
volumen de agua residual se dejé 2 dias en un reci-
piente acondicionado hermético que no permitio el in-
greso de aire para permitir el desarrollo del consorcio
bacteriano. Al tercer dia se agregé 500 mL de lodos
anaerobios provenientes de una planta de lodos ac-
tivados para el tratamiento de efluentes industriales,
al octavo dia se agregé 50 g de extracto de levadura
y 30 g de dextrosa. A partir de este punto se agrego
semanalmente 5 g+ L' de extracto de levaduray 3 g-L
' de dextrosa como fuente de carbono e hidrogeno
por semana para favorecer la formacion de biomasa,
ademas de 2 g del colorante azul directo brl (colorante
azoico) ya que fue la molécula de prueba (Gonzalez
& Escamilla, 2006).

En el transcurso de la preparacion del inéculo por flujo
continuo se monitorearon pH, DQO, Sélidos totales
disueltos (STD), Sélidos suspendidos totales (SST) y So-
lidos suspendidos volatiles (SSV) cada cuatro dias. En
esta etapa se evaluaron los parametros fisicoquimicos
principalmente para el acondicionamiento del reactor

8lem | 7741cm

carbon
activado

Solucion de
colorante textil

Efluente tratado

Bomba peristaltica

Figura 1. Configuracién esquematica del reactor UASB.

UASB realizando evaluaciones periddicas hasta los 32
dias (figura 2).

Operacién del reactor UASB

El carbon activado favorece la remocion del colorante
debido a los sitios activos y a la superficie que provee
para el crecimiento del consorcio bacteriano. El reac-
tor se llen6 en un 40% de tal manera que la cama de
lodos es un lecho fijo de carbén activado y biomasa
del consorcio bacteriano, posibilitando la alimentacion
del reactor con una bomba peristéltica.

Para inocular al reactor se alimenté por 14 dias en re-
circulacién con 20 litros de una solucién al 10% del
consorcio bacteriano adaptado; esta etapa se deno-
mind etapa de arranque (figura 3). Posteriormente se
alimenté en continuo por 28 dias con una solucién
con colorante azul directo brl (Cs0H16Cl2N4Na>OsS>)
a 70 mg- L', enriquecida con dextrosa y extracto de
levadura. Ambas mejoraron la remocion al ser fuen-
te de carbono y nitr6geno para el consorcio bacte-
riano, ademas de promover la reaccion de remocion
esta etapa se denominé etapa de operacion (figura 4)
(Gonzalez & Escamilla, 2006). Ambas etapas se reali-
zaron por triplicado.

En la etapa de operacion del reactor UASB se evalud
pH, temperatura, demanda quimica de oxigeno, con-
centracion residual de colorante, soélidos totales di-
sueltos, sélidos suspendidos (SS) y turbidez en los dos
componentes del sistema: reactor UASB vy efluente tra-
tado. Estos parametros se evaluaron cada 7 dias. La re-
mocion del colorante azul directo brl, se evalué en cada
componente del reactor UASB por medicion de la con-
centracion residual del colorante mediante espectrofo-
tometria a una longitud de onda de 520 nm. (figura 5)

Adsorcién del colorante azul directo brl en
carbén activado

Paralelamente se determind la capacidad de adsorcion
de 125 mg-L" de carbén activado granular sobre el
colorante de prueba. Para determinar la capacidad de
adsorcion del carbon activado en solitario se acondi-
cionaron columnas de acrilico con 2 L de solucién de
azul directo brl a 70 mg- L'y con el 40 % de volumen
de carbon activado granular. Se monitorearon la con-
centracion residual del colorante cada 7 dias hasta 28
dias de evaluacion.

Andlisis de los parametros

Los parametros evaluados in situ fueron el pH (pHme-
tro Portatil Fisher), temperatura (Termémetro Digital
Checktemp), solidos totales disueltos (Equipo Myron
L Company). Los parametros evaluados en laboratorio
fueron: Solidos suspendidos (método fotométrico con
un equipo Colorimetro HACH DR/890); sélidos sus-
pendidos volatiles (método gravimétrico con equipo
de Bomba de vacio marca Jb Industries Origen EuaUA)
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Figura 2. Etapa de cultivo del consorcio bacteriano anaerobio con respecto al tiempo. A. pH; B. temperatura (°C); C. demanda
quimica de oxigeno (mg/L); D. sélidos suspendidos totales (mg/L); sélidos suspendidos volatiles (mg/L) y sélidos totales disueltos
(mg/L). E. sélidos suspendidos volatiles (mg/L)/, sélidos suspendidos totales (mg/L).

(APHA, 1992), concentracion de colorante (método
absortométrico, espectrofotémetro modelo S - 22 de
la marca Kert-Lab), demanda quimica de oxigeno (mé-
todo de digestion con dicromato de potasio, equipo
colorimetro HACH DR/890) (APHA, 1998).

Andlisis estadistico

Para la evaluacién de los parametros fisicoquimicos
en el reactor UASB (upflow anaerobic sludge blanket)
se emplearon curvas de tendencia para observar su

evolucién en relacion al tiempo por cada etapa del
sistema, la remocién del colorante azul directo brl en
el reactor se empled la prueba estadistica de compa-
racion de ANOVA de una via, con la prueba de es-
pecificidad de Tukey para establecer las diferencias
resultantes para el 95% y el 99% de confianza, en la
concentracion residual del colorante azul directo brl
en la etapa operativa. Para la aplicacion de las técnicas
estadisticas se empled los paquetes estadisticos SPSS
vers. 20, y GraphPad Prism 6.
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Figura 3. Pardmetros fisicoquimicos en la etapa de arranque de reactor UASB para la biodegradacién del colorante textil azul
directo brl con respecto al tiempo. A. Temperatura; B. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO); C. pH; D. Sélidos Totales Disuel-
tos (STD); E. Sélidos Suspendido (SS); F. Turbidez expresado en FAU (Formazin Attenuation Units = Unidades de Atenuacién de

Formazin).
Resultados

Etapa de cultivo

Se muestra la disminucién importante en los valores
de pH hasta los 32 dias con un valor de 7.02, mientras
que los valores de temperatura alcanzaron un maximo
de 25.1°C a los 16 dias y una temperatura de 21.6°C a
los 32 dias, con una disminucién de la DQO de 33500
a 29560 mg-L", un aumento en los SST de 23820 a

34079 mg- L'y SSV de 12894 a 21546 mg- L', mien-
tras que los STD con una disminucion de 12500 a 9400
mg- L', la proporciéon SSV/SST muestra un aumento
de 0.54 a 0.63 a los 32 dias de evaluacion (figura 2)

Etapa de arranque

En esta etapa se evaluaron los parametros fisicoqui-
micos para observar el funcionamiento del sistema
UASB y la formacion de la biopelicula del consorcio
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Figura 4. Pardmetros fisicoquimicos en la etapa operativa de reactor UASB para la biodegradacién del colorante textil azul di-
recto brl con respecto al tiempo. A. pH; B. Temperatura; C. Demanda Quimica de Oxigeno (DQQO); D. Remocién de la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO); E. Sélidos Suspendidos Disueltos (STD); F. Sélidos Suspendidos (SS) G. Turbidez expresado en FAU
(Formazin Attenuation Units = Unidades de Atenuacién de Formazin).
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bacteriano, para esta etapa se hicieron evaluaciones
periddicas hasta los 14 dias. Se muestra los valores de
temperatura con un maximo de 21°C, con una dismi-
nucién en los valores de pH de 6.41 a 6.23, de la DQO
de 2960 a 960 mg- L', de los Sélidos Totales Disueltos
de 1900 a 800 mg- L', de Sélidos suspendidos de 370
a179mg-L"ylaturbidez de 463 a 234 (FAU) alos 14
dias de evaluacion (figura 3).

Etapa de operacion del reactor UASB

En esta etapa se evaluaron los parametros fisicoquimi-
cos para el monitoreo del sistema UASB y la remocion
del colorante azul directo brl, para esta etapa se hicie-
ron evaluaciones periddicas hasta los 28 dias.

El pH=7 hasta los 28 dias de evaluacién, siendo los
valores de pH del efluente los que presentaron meno-
res valores desde los 7 a 28 dias con un valor de 6.33
en la dltima evaluacién, mientras que en los valores
de temperatura del reactor, las mayores temperaturas
se registraron desde los 14 a 28 dias de evaluaciéon
con 22.5°C en la dltima evaluacion, con un porcen-
taje de remocion de la DQO del 57% de 484 mg-L"
a 122 mg-L" a los 28 dias en el efluente del sistema
UASB con carbon activado; los valores de los Sélidos
Totales Disueltos (STD) hasta los 28 dias de evaluacion,
presenta los valores menores de STD de efluente vy el
reactor en comparacion de los STD de la alimentacion,
alcanzando un valor de 125 mg- L' en el efluente para
la dltima evaluacion, los valores menores de Sélidos
Suspendidos (SS) del efluente y el reactor en compa-
racion de los SS de la alimentacion en toda la etapa
operativa, presenta un valor de SS de 104 mg-L" en el
efluente para la ultima evaluacion; los menores valores
de turbidez del efluente y el reactor en comparacion a
la turbidez de alimentacion en toda la etapa operativa,
alcanzo6 un valor de 130 FAU en el efluente para la
dltima evaluacion (figura 4).

En la etapa operativa del reactor UASB hasta los 28
dias de evaluacion, la prueba estadistica de com-
paracion de ANOVA muestra diferencias altamente
significativas (P<0.01) al 99% de confianza en la con-
centracion residual de colorante azul directo brl, en los
diferentes tiempos de evaluacion, en los componentes
del reactor UASB.

Remocion del colorante azul directo brl
en el reactor UASB

Las menores concentraciones del colorante azul direc-
to brl se presentaron en el efluente del reactor UASB,
en comparacion a la concentracién del colorante en
el lecho reactor al 99% de confianza; hasta los 28 dias
de evaluacion; presentandose una degradacién del co-
lorante, de una cocentracion inicial de 69.61 mg-L",
hasta 9 mg-L" a los 28 dias de evaluacion(figura 5.E).
representando 87 % de remocion del colorante azul
directo brl.
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Figura 6. Concentracién residual del colorante textil azul
directo brl en la etapa operativa de cada componente del
reactor UASB seguin tiempo de evaluacién.

En la figura 6 se observa una disminucion progresiva
de la concentracion del colorante azul directo brl sien-
do menores las concentraciones hasta 9 mg-«L", en el
efluente en comparacién al reactor hasta los 28 dias.

En la figura 7 se observa un mayor porcentaje de re-
mocion en el efluente del sistema UASB hasta la dltima
evaluacion, siendo la remocion inicial de 44.76%, a los
7 dias fue 66.67%, un 79.13% de remocion se mostré
a los 14 dias, mientras que a los 21 dias de evaluacién
se presentd 86.51% de remocion, finalmente se pre-
sent6 el 87.14% de remocion del colorante a los 28
dias de evaluacion.

Remocion del colorante azul directo brl en la columna
con carbon activado granular

La concentracion residual del colorante azul directo
brl por efecto solamente de carbén activado granular,

00

Remocidn de colorante azul directo BRL (%)

0 7 14 il 8

Evaluacicn (dias)

Figura 7. Porcentaje de remocién del colorante textil azul di-
recto brl segtin tiempo de evaluacién.
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presenté una remocion del 61%, con valores de 70.67
mg-L"a 27.83 mg-L", lo cual indica que el carbén ac-
tivado utilizado en los ensayos de adsorcién presenta
una mediana eficiencia en la remocion del colorante,
ya que comparado con el reportado por Conceicao
(2013) para azul indigo de 99.6% para 150 mg-L"' de
carbon activado resulta ser mucho menor, esto puede
deberse a la diferente composicion del colorante.

Discusién

En la etapa del cultivo se muestra un incremento de los
solidos suspendidos volatiles 12894 a 21546 mg-L-1
superior al reportado por (Gonzalez & Escamilla, 2006),
donde tomaron una muestra de carbon activado usa-
do y se determiné que el contenido de sélidos suspen-
didos volatiles fue de 159.08 mg- L', que corresponde
a la cantidad de biomasa que se fija al carbén como
biopelicula, lo que indica una formacién adecuada de
la biopelicula de bacterias anaerobias provenientes de
efluentes industriales bajo las condiciones del experi-
mento; ya que se ha reportado la obtencion de bac-
terias o consorcios microbianos capaces de remover
colorantes, debido a la adaptacion de los organismos,
al estrés ambiental y a la presion evolutiva debido a las
condiciones del efluente (Yu et al., 2001; Dafale et al.,
2008; Kalyani et al., 2008).

En la fase de operacion se muestra una una remocién
de la DQO del 57% de 484 mg-L" a 122 mg-L" a los
28 dias de evaluacion similar al reportado por Gonza-
lez & Escamilla, (2006) en la remocién del 100 mg-L"
del colorante rojo reactivo hasta los 20 dias de eva-
luacion que fue del 56%, esto se debe a que a altas
proporciones de biomasa en el agua ocasionan un au-
mento en la DQO e inhiben el efecto de la interaccion
del carbén activado con los microorganismos (Gonza-
lez & Escamilla, 2006).

El porcentaje de remocion del colorante azul directo
brl obtenido en reactor UASB con carbén activado fue
de 87 % a los 28 dias, por encima del reportado por
Gonzaélez & Escamilla, (2006) en un sistema UASB para
la biodegradacién de 100 mg-L" del colorante rojo
reactivo hasta los 20 dias de evaluacion en que logra-
ron la remocion del colorante en 85%, sin embargo
ambos porcentajes de remocién fueron menores a los
obtenidos por (Toorisaka, et al,, 2005) donde se obtu-
vo el 90% de la eficiencia en la decoloracién en el sis-
tema UASB con 0.627 mmol-L" de colorante azul de
metileno demostrando que contribuye a aumentar la
reduccion del colorante debido a la interaccion entre
el carbén activado y los microorganismos; Toorisaka,
et al.,(2005) reportan una concentracién menor a 45
mg- L' de la DQO, el efecto importante del carbon ac-
tivado se debe a que la primera etapa de remocion
de colorante es la adsorcion sobre carbon activado y
biosorcion sobre las células del consorcio, ademas del
inicio de la reaccion bioquimica, al usar mayor canti-
dad de carbon activado, hay mayor superficie para la

adsorcion y también para la formacion de biopelicula.
Sin embargo Conceicao et al,, (2013) obtuvo el 97%
de remocion de 300 mg-L" de colorante azul indigo
usando la arcilla de ceramica como material adsorben-
te, con una concentraciéon de 200 g« L' de adsorbente,
lo que indicaria, que con el uso de arcilla de cerami-
ca se presentan resultados 6ptimos en comparacion
al carbén activado y puede ser usado como material
adsorbente como una post-unidad de tratamiento para
la eliminacién de colorantes. Sponza & Isik, (2005) en
su trabajo sobre decoloracion del tinte Direct Black 38
bajo condiciones anaerobias obtuvo una eficiencia del
97% en la decoloracion y una eficiencia del 70% en la
remocion de la DQO. Chinwetkitvanich et al., (2000)
en decoloracion anaerobia de reactivo de efluentes de
tintes por sistema UASB con tapioca como co-sustrato
obtuvo una eficiencia del 63% en decoloracion. Brds
et al., (2005) en decoloracién por tintes azoicos en sis-
tema UASB obtuvo una eficiencia de 85-92% con una
remocion del DQO de 92% a 60 mg-L"' de tinte. Isik
& Sponza (2005) realizaron un trabajo sobre efecto
de la alcalinizacion en sistema UASB a través de la
decoloracién tinte azoico rojo de Congo obteniendo
una eficiencia en la decoloracién del 100% y una efi-
ciencia en la remocion del DQO del 82-90%. Senthi-
Ilkumar et al,, (2011) en un trabajo sobre tratamiento
de aguas residuales con tintes de textiles usando el
sistema UASB con aguas residuales con sagld como
co-sustrato obtuvieron una decoloracion de 91.3% vy
una remocién maxima de la DQO del 88.5%. O'neill
et al, (2000) en un tratamiento combinado aerobio-
anaerobio fue utilizado para tratar aguas residuales de
industrias textiles usando el sistema UASB obteniendo
una remocion de la DQO del 88% y una decoloracién
maxima del 70%. Manu & Chaudhari, (2002) en un
estudio sobre decoloracion de tintes comerciales azoi-
cos obtuvo una remociéon maxima de la DQO del 95%
y una decoloracion mayor al 99%. Karatas & Dursun.
(2007) en su trabajo sobre bio-decoloracion del tinte
azoico (reactive Black 5, RB 5) obtuvo una decolora-
cion completa del 99%.

Las estructuras quimicas de los colorantes resultan a
menudo demasiado complejas para utilizar un trata-
miento simple, por lo que generalmente se utilizan
consorcios microbianos con la capacidad de degradar
colorantes obteniendo altas eficiencias de depuracion.
Muchos de estos consorcios no estan completamente
caracterizados y se desconoce el mecanismo por el
cual se lleva a cabo la degradacion. El desarrollo de es-
tas tecnologias se basan en técnicas convencionales,
sin tomar en cuenta que la actividad biodegradativa
de un grupo de organismos no depende de una sola
especie, sino que generalmente es resultado de la ac-
cion conjunta de la diversidad metabdlica presente en
el medio (Cortazar et al., 2012).

El valor de pH del efluente a los 28 dias de evaluacion
fue de 6.33 presentando un porcentaje de remocion
del colorante azul directo brl del 87% dentro del ran-
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go de remocién obtenido por Gonzalez & Escamilla,
(2006) para el colorante rojo lanasol en el que se ob-
tuvo los porcentajes de remociéon de la DQO de 54 a
93% en el estudio sin control de pH, sin embargo el
porcentaje de remocion en la misma investigacion con
control de pH a 5 fue de 85.62 a 96.79%.

La concentracion residual de colorante azul directo brl
por efecto del carbén activado de 125 mg- L, presen-
t6 una remocién de 70.67 a 27.83 mg-L" con porcen-
taje de remocién del 61.37 %, lo cual indica que el
carbon activado utilizado en los ensayos de adsorcion
presenta una mediana eficiencia en la remocion del
colorante, comparado con los trabajos de Conceicdo,
(2013) para azul indigo de 99.6% para 150 mg-L" de
carbén activado.

Conclusiones

El porcentaje de la remocién de la DQO fue de 57%,
el colorante azul directo brl en el reactor UASB con
carbon activado fue removido en 87 % hasta 28 dias
evaluacion.

El porcentaje de remocién del colorante azul directo
brl solamente del carbon activado fue del 61% del co-
lorante a los 28 dias.
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Embriogénesis somatica en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’
(AAB) a partir de apices meristematicos

Somatic embryogenesis in plantain cultivar ‘FHIA - 25’ (AAB)
from meristem tips
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Resumen

El cultivar de platano ‘FHIA - 25’ (AAB), posee excelente rendimiento y alta resistencia a “Sigatoka negra”, pero con la limi-
tante del bajo contenido de aztcar en su fruto, lo cual hace que sea necesario disponer de un método de regeneracion de
plantas a nivel celular como la embriogénesis somdtica, que se complemente a técnicas biotecnolégicas de transformacion
genética para mejorar la calidad del fruto. El presente trabajo se realizé con el objetivo de establecer una metodologia de
regeneracion via embriogénesis somatica a partir del explante inicial dpices de brotes axilares establecidos directamente
en medio de cultivo liquido. Se obtuvieron suspensiones celulares embriogénicas homogéneas a partir del explante antes
mencionado. Se lograron las mayores tasas de multiplicaciéon a la densidad celular de 3,0%. La incubacion de los embrio-
nes somaticos durante 30 dias en el medio de cultivo de maduracion permitié incrementar la germinacién de los mismos.
Durante la fase de aclimatizacion las plantas provenientes de los embriones somaticos, asi como las plantas regeneradas
por organogénesis, mostraron un alto porcentaje de supervivencia (98 y 97 %, respectivamente), sin la presencia de varia-
cion somaclonal.

Palabras clave: embrion somético, Musa, suspensiones celulares.

Abstract

Plantain cultivar ‘FHIA - 25’ (AAB) shows high yielding qualities and high resistance to Black Sigatoka disease, but its sugar
content in the fruit is low, so a regeneration method at cell level is necessary, such as somatic embryogenesis supported
by biotechnological tools to improve fruit quality. This work was performed with the aim of establishing a plant regenera-
tion method via somatic embryogenesis using initial explants of shoot apices from axillary buds in liquid culture medium.
Homogenous embryogenic cell suspensions were obtained from mentioned explants. The highest cellular multiplication
rates were achieved at 3,0% density. The incubation of somatic embryos during 30 days in the maturation culture medium
permitted to increase germination. During the acclimatization stage, plants regenerated from somatic embryos, as well
as plants from organogenesis, showed a high survival percentage (98 and 97 respectively), without somaclonal variation.

Key words: somatic embryo, Musa, cell suspensions.
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Introduccién

Los bananos (Musa spp.) constituyen una fuente im-
portante de alimento para gran parte de la poblacién
mundial, y se cultivan en el mundo mas de cinco mi-
llones de hectareas con una produccién anual de 106
714 204.76 toneladas (FAO, 2015).

En Cuba, se producen anualmente unas 150 000 to-
neladas (FAO, 2015) y su cultivo contribuye a lograr la
estabilidad de productos alimentarios en el mercado,
debido a su capacidad de producir durante todos los
meses del afo, sus arraigados habitos de consumo, asi
como su diversidad de usos (Rodriguez, 2000).

Sin embargo, a partir de noviembre de 1990, se detecto
en los cultivos de Musa la aparicién de la enfermedad
conocida como “Sigatoka negra”, causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, que afecté severamente
las dreas dedicadas a la siembra de platanos y bananos
susceptibles a esta enfermedad, las cuales fueron reem-
plazadas progresivamente por otros cultivares (Sanchez
et al,, 2002). Una opcion para este problema ha sido la
introduccion de hibridos de bananos y platanos mas re-
sistentes o tolerantes a esta enfermedad, procedentes de
la Federacion Hondurefa de Investigaciones Agricolas
(FHIA). Dentro de ellos, el cultivar de platano ‘FHIA - 25’
(AAB) posee excelente rendimiento y es altamente resis-
tente a “Sigatoka negra”, pero su fruto muestra la limitan-
te del bajo contenido de aztcar, inherente a las limitantes
que posee la mejora clasica debido a que los principales
cultivares comerciales son estériles, no producen semillas
y la mayoria son partenocarpicos (Stover y Simmonds,
1987). Ante este panorama es prioritario disponer de un
método de regeneracion de plantas a nivel celular, como
la embriogénesis somatica, que se complemente a téc-
nicas biotecnoldgicas de transformacion genética para
mejorar la calidad del fruto (Kamle et al,, 2011).

La embriogénesis somdtica (ES) es una via de morfogé-
nesis en la que ocurre la formacion de un embrién a
partir de una célula somatica o grupos de ellas. El em-
brién no es producto de la fusion de gametos (Merkle
etal, 1995) y la misma se fundamenta en la teoria que
todas las células vegetales tienen la capacidad para
formar plantas completas (Steward et al,, 1958).

La embriogénesis somatica constituye una herramien-
ta auxiliar a las técnicas biotecnolégicas para la mejora
genética de los bananos (Perea, 2001; Escalant y Jain,
2004), ademas de permitir obtener producciones su-
periores en un menor periodo de tiempo y a un costo
mas bajo, lo cual hace que este método sea potencial-
mente mas eficiente que la regeneracion via organogé-
nesis (Ibaraki y Kurata, 2001).

Tomando en consideracion los antecedentes descri-
tos, se desarroll6 la investigacion con el objetivo de es-
tablecer una metodologia de regeneracién de plantas
via embriogénesis somatica a partir del explante inicial
de apices de brotes axilares.

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el Instituto de Investi-
gaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en
Santo Domingo, Villa Clara, Cuba. El mismo se llevé a
cabo durante el periodo comprendido entre enero de
2012 y febrero de 2013.

Se utilizé el cultivar ‘FHIA - 25’ procedente del Banco
de Germoplasma del INIVIT, por su interés en el Progra-
ma de Mejoramiento Genético del Platano en Cuba. Los
explantes para establecer los cultivos asépticos in vitro,
fueron apices obtenidos de plantas en floracion, previa-
mente seleccionadas con buen estado fitosanitario. Se
seleccionaron hijuelos tipo “espada”, con una altura en-
tre 25 y 30 cm, los cuales fueron llevados a condiciones
semicontroladas en un umbraculo cubierto por una malla
plastica (Zaran), que logra una reduccion de la intensidad
luminosa del 70% durante esta etapa. El riego se realizo
por microaspersion mediante sistema Microjet con una
frecuencia de seis riegos al dia y una duracion de dos
minutos cada uno. Se garantizé una humedad relativa del
85-90%. Transcurridos 45 dias, se realizo la desinfeccion
de los explantes y su establecimiento in vitro en el medio
de cultivo propuesto por Lopez (1999). Los materiales
fueron incubados durante 15 dias en una cadmara de cul-
tivo con temperatura de 27£2,0°C e iluminacion artificial,
con régimen de 16 horas de luz a una densidad de flu-
jo de fotones fotosintéticos (FFF) de 62-68 pmol m?s’ y
ocho horas de oscuridad. Transcurrido este periodo, a
partir de cada dpice meristematico, se obtuvieron grupos
de brotes que se separaron para subcultivarlos en cua-
tro ocasiones con intervalos de 21 dias, en el medio de
cultivo de establecimiento P5-0,2, propuesto por Lépez
(2006) y condiciones similares de temperatura e ilumi-
nacién, para disponer de la cantidad de material vegetal
necesario para realizar el establecimiento de las suspen-
siones celulares embriogénicas (SCE).

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes
axilares

Para el establecimiento de las SCE los apices de bro-
tes axilares fueron colocados en cinco matraces Er-
lenmeyer de 100 mL (con ocho explantes cada uno)
que contenian 20 mL de medio de cultivo liquido ZZ
propuesto por Dheda et al. (1991) y modificado por
(Schoofs, 1997) (tabla 1). Cada Erlenmeyer utilizado
constituyo una réplica, referido en adelante como sus-
pensién celular 1, 2 y 3.

Los matraces Erlenmeyer se colocaron en un agitador
orbital (zaranda), a 90 rpm y bajo el régimen de 16
horas de luz, de 62-68 pmol m? s de flujo de fotones
fotosintéticos y 8 h de oscuridad.

Durante los dos primeros meses los cambios de me-
dios de cultivo se realizaron cada 7 dias de cultivo y
consistieron en la renovacion del 100% del medio de
cultivo ZZ, al tercer mes estos cambios se realizaron
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cada tres dias renovando el 50% del medio. Al cuarto
mes fueron tomados los glébulos meristematicos for-
mados y se subcultivaron cada 7 dias renovando el
90% del medio de cultivo viejo.

Transcurridos 135 dias, se evalu6 el nimero de agre-
gados embriogénicos formados por mL de cultivo. Los
conteos se efectuaron en camara de Neubauer de 0,1
mm de profundidad. Para esto se tomaron cinco mues-
tras de suspensiones celulares de 1,0 mL de volumen
por cada Erlenmeyer. Los datos obtenidos se analiza-
ron mediante la prueba de Dunett C. Se considero sig-
nificativo si p<0,05.

Una vez establecidos, los cultivos celulares fueron ta-
mizados a través de filtros de malla metélica, con un
didametro de poro de 500 pum. Estos filtrados constitu-

yeron las suspensiones celulares utilizadas en una se-
cuencia de cuatro experimentos realizados: 1) Efecto
de la densidad celular en la multiplicacion de las sus-
pensiones celulares embriogénicas; 2) Formacion de
los embriones somaticos; 3) Influencia del tiempo de
cultivo para la maduracién de los embriones somati-
cos y su germinacion y, 4) Conversion a plantas de
los embriones somaticos. Estos experimentos se des-
criben a continuacion.

Efecto de la densidad celular
en la multiplicacién de las suspensiones
celulares embriogénicas

Una vez establecidas las suspensiones celulares, se
evalué el efecto de tres tratamientos que correspon-

Tabla 1. Medios de cultivos utilizados segtin la etapa de desarrollo de la embriogénesis somatica mg.L".

Preparacion Callo.s v Formacion de | Maduracion de | Germinacion de
Medios de cultivo del .exPlan.t ? SRS embriones embriones embriones
(Multiplicacion) celulares RD1 ME GE
P5-0,2 7z
Macro-Elementos MS MS MS V2 MS MS
Micro-Elementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
Acido Ascérbico* 10 10 10 10 10
Myo-inositol® 100 - 100 100 100
AIA® 0,17 . 2 2
2,4-D? 1 ; )
BAP? 2,25 - : 0,5
Zeatina® 0,22 0,22 -
Ancimidol?® 0,2-0,4 - - -
Sacarosa® 30 000 30 000 30 000 45 000 30 000
Phytagel® 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
pH 5,8 58 5,8 58 58

a

MS: Murashige y Skoog (1962)

= concentracién en mg L'; ®= concentracién en g L'

Embriogénesis somdtica en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’ (AAB)
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dieron a densidades de inéculo inicial (3,0; 6,0 y
9,0%) con el objetivo de evaluar la influencia de la
densidad con relacion a la dindmica de crecimiento
de las suspensiones celulares y determinar el valor
minimo de in6culo que permitiera su correcta mul-
tiplicacion. Se midié cada tres dias el incremento o
multiplicacion celular de cada tratamiento, segtn la
metodologia de evaluacién propuesta por Schoofs
(1997) para medir el VCS (Volumen de célula sedi-
mentada). Para ello se emplearon cinco matraces Er-
lenmeyer de 25 mL de capacidad por cada densidad
evaluada (3,0; 6,0 y 9,0%). El medio y las condicio-
nes de cultivo fueron similares a los descritos para el
establecimiento de las suspensiones celulares (tabla
1), pero sin renovar el medio de cultivo durante los
24 dias que durd el experimento. Los cultivos celu-
lares fueron observados al microscopio 6ptico, para
determinar la vitalidad celular mediante fluorescencia
(Widholm, 1972).

Para el analisis del crecimiento de las SCE se utilizo el
modelo de regresion no lineal de Gauss mediante el
programa de ajuste de curvas, CURVE EXPERT 1,3.

Formacién de los embriones somaticos

Con el objetivo de lograr la formacion de los embrio-
nes somaticos, las SCE obtenidas se ajustaron al 12%
de densidad celular segin la metodologia propuesta
por Lopez (2006) y se cultivaron en el medio de forma-
cion de embriones RD1 (Dhed’a et al., 1991).

Se emplearon cinco placas Petri por cada suspension
celular estudiada. A cada placa Petri se le colocaron
sobre el medio de cultivo cuatro mallas de poliestireno
con un tamano de 1,0 cm? y poros de 100 um. Luego
se anadieron 200 pl al 12% de VCS mediante una mi-
cropipeta con la punta cortada.

El nimero de embriones somaticos formados se eva-
lu6 a los 45 dias de cultivo. Para esto se tomd y peso
0,1 g de materia fresca (gMF) de embriones somati-
cos formados, los cuales se adicionaron a un vaso de
precipitados, que contenia una mezcla de 2,3 g.L" de
Phytagel y agua. Posteriormente se vertio la mezcla en
una placa Petri, se dejé gelificar y se dividié en cua-
drantes para facilitar su conteo, el cual se realizé bajo
un microscopio estereoscépico.

Para la comparacion de los tratamientos, se aplicé el
andlisis de varianza y la comparacion de medias me-
diante la prueba de Tukey, con un nivel de significa-
cion de p<0,05.

Influencia del tiempo de cultivo para la
maduracién de los embriones somdticos y su
germinacion

Con el objetivo de lograr la maduracién de los em-

briones somaticos obtenidos en la etapa anterior, se
realizé un experimento en el cual se evalu6 el efecto

de tres tiempos de cultivo (15; 30 y 45 dias) sobre el
medio de maduracién de embriones (ME) propuesto
por Lépez (2006). Los embriones se colocaron a la
densidad de in6culo inicial de 0,5 gMF en cinco pla-
cas de Petri por cada variante de tiempo de cultivo
estudiado.

Para determinar el estado de maduracion de los em-
briones somaticos, se evalué su germinacion a partir
de una muestra de 50 embriones somaticos a los 15,
30 y 45 dias de cultivo de cada uno de los tratamien-
tos estudiados. Para ello, se colocaron los embriones
somaticos durante 30 dias en diferentes placas Petri,
que contenian el medio de cultivo de germinacion
(GE) propuesto por Gémez et al. (2000).

Como control del experimento se utilizaron 50 em-
briones somaticos tomados del medio RD1, a los 45
dias de cultivo y sin pasar por el medio de maduracion.
Las condiciones de cultivo fueron de 27+2,0 °C de
temperatura e iluminacion artificial, para un régimen
de 16 h de luz a una densidad de flujo de fotones foto-
sintéticos (FFF) de 62-68 umol m?s'y 8 h de oscuridad.

Para la comparacion de los tratamientos, se aplicé un
andlisis de varianza y una prueba de comparacion de me-
dias de Tukey, con un nivel de significacion de p<0,01.

Conversién a plantas de los embriones
somaticos

Con el objetivo de lograr la conversion de los embrio-
nes somaticos en plantas, se evalué la supervivencia y
crecimiento posterior en condiciones ambientales ex
vitro de las plantas originadas de embriones somaticos,
en comparacion con plantulas provenientes de la pro-
pagacion por organogénesis (multiplicadas durante la
etapa de formacion de los embriones) utilizados como
control en la propagacion in vitro.

Esta fase se desarroll6 seglin la metodologia propuesta
por Pérez et al. (1999), en condiciones semicontrola-
das de humedad relativa del 85-95%, en una casa de
cultivo cubierta por una malla plastica (zaran), con una
densidad de FFF de 600 pmol m?s™.

Se utilizaron bandejas de polieturano de 70 orificios,
con un volumen de 100 cm® de cachaza. Se transfirie-
ron 350 plantas por cada procedencia (embriogénesis
somatica y organogénesis), con una altura de 4-5 cm
y de dos a tres hojas, que fueron plantadas a una pro-
fundidad de 1,0 cm.

A los cinco dias de plantadas se evalué el porcenta-
je de supervivencia y transcurridos 60 dias, antes de
transferirlas a campo, se evalué sobre 60 plantas de
cada procedencia, las variables fenotipicas: altura de
la planta (cm), de la hoja nimero dos: largo y ancho,
el largo del peciolo (cm), distancia entre las hojas dos
y tres (cm), asi como las variaciones fenotipicas ob-
servadas en toda la poblacién segin la metodologia
propuesta por Sandoval et al. (1997).

68

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 65-75



El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante
una prueba de hipétesis para muestras independientes
(T-Student), con un nivel de significacion para p <0,05.

Resultados

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes axilares

Se logro el establecimiento de tres SCE de las cinco
iniciadas a partir de los apices de brotes axilares. Al
evaluar el nimero de agregados embriogénicos en las
SCE (tabla 2), no se encontraron diferencias estadisti-
cas significativas.

Tabla 2. Cantidad de agregados embriogénicos presentes
a los 135 dias de establecidas las suspensiones celulares
embriogénicas del cv. ‘FHIA - 25,

Suspensiones Numero de agregados
celulares embriogénicos.mL
Suspension 1 26,9 x 10*
Suspension 2 27,6 x 10*
Suspension 3 27,2 x 10*

Prueba de Dunett C. ns: No significativo ES+ 0,22

Durante el primer mes se observé fenolizacién en la
zona de corte de los explantes y posteriormente el en-
grosamiento de los mismos. Transcurridos dos meses
de cultivo se observaron estructuras globulares amari-
llas en la superficie de los explantes, las cuales se sepa-
raron de estos y comenzaron a liberar los agregados
embriogénicos, ademas de la presencia de células alar-
gadas y vacuoladas.

Se verificaron cambios en la composicion de las SCE,
en las que fue posible apreciar células embriogénicas
pequefas y esféricas, con un contenido citoplasmatico
denso, granulos de almidon y una alta razén ndcleo/
citoplasma. A medida que se realizaron los subcultivos
posteriores, la cantidad de células aisladas y parenqui-
matosas disminuyeron a valores casi nulos. Estos agre-
gados embriogénicos llegaron a ocupar entre 90 y 94%
de la suspension celular y su tamano varié entre 80 y
300 um transcurridos 135 dias de cultivo (figura 1).

Los resultados alcanzados en este experimento permi-
tieron el establecimiento de SCE a partir de los dpices
de brotes axilares colocados directamente en el medio
de cultivo liquido.

Efecto de la densidad celular en la multiplicacién
de las suspensiones celulares embriogénicas
Las curvas de crecimiento celular establecidas de las

suspensiones celulares, se caracterizaron al inicio por
una fase de reposo o latencia, debido a que en esta

Figura 1. Agregados celulares embriogénicos en suspensio-
nes celulares obtenidas a partir de los dpices de brotes axila-
res del cv. ‘FHIA - 25’ (60x).

etapa las células se adaptan a las nuevas condiciones
de cultivo, para posteriormente iniciar e incrementar
la velocidad de la division celular durante la fase ex-
ponencial.

La densidad celular de 3,0% favorecié el incremento
celular con relacion a las curvas de crecimiento del 6,0
y 9,0 % (figura 2). En los datos obtenidos mediante el
modelo de Gauss se observé que el mayor incremento
de biomasa celular se produjo a los 23,1 dias de culti-
vo (0,51 mL) al 3,0% de VCS.

Esta misma densidad celular (3%) mostré una fase de
crecimiento exponencial, bien definida y continua, sin
deterioro de la calidad celular (predominio de células
meristematicas y vitalidad celular de 90 - 95%).

Lo anterior demuestra que durante esta fase las cé-
lulas muestran intensa actividad metabdlica y alcan-
zan su maxima tasa de division, lo cual indica que
los subcultivos de las suspensiones celulares deben
realizarse a la densidad celular del 3,0% de VCS y a
los 15 dias de cultivo, para que las mismas se man-
tengan en multiplicacién continua sin pasar a la fase
lineal.

En la densidad celular de 6,0% de VCS, segun los datos
obtenidos mediante el modelo de Gauss se observé
que el mayor incremento de biomasa celular se produ-
jo alos 15,2 dias de cultivo (0,48 mL de VCS). A partir
de esta fecha no se produjo incremento del volumen
de células y comenzé a disminuir su calidad y vitalidad
(figura 2).

Las células establecidas a una densidad del 9,0% du-
rante 21 dias de cultivo no llegaron a duplicar su vo-
lumen inicial y la calidad de la suspension celular y su
vitalidad disminuyeron bruscamente. Se comenzaron
a observar células alargadas y con escasos granulos
de almidon.
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c. Varianza del modelo Gauss.

Figura 2. Influencia de la densidad celular en la dindmica de crecimiento de las suspensiones celulares establecidas en el cv. ‘FHIA - 25",

El momento adecuado para realizar el subcultivo de
las suspensiones celulares, no puede coincidir con la
maxima expresion de la densidad celular del cultivo en
suspensién, ni con el momento en que se agotan las
principales fuentes de energia, sino con la ultima fase
de crecimiento exponencial.

Basado en los resultados alcanzados en este experi-
mento, se pudo concluir que las suspensiones celula-
res iniciadas al 3,0% de densidad celular tuvieron una
mejor respuesta bajo las condiciones de manejo y cul-
tivo previamente explicadas.

Formacién de los embriones somaticos

Transcurridos 45 dias de haber sido plaqueadas las
suspensiones celulares embriogénicas en el medio de
cultivo RD1 se realizé el conteo de los embriones for-

mados. Las SCE 1 y 2 formaron un total de 1580 y
1610 embriones somaticos respectivamente por cada
200 plL plaqueados (tabla 3).

Tabla 3. Numero de embriones sométicos formados a los 45
dias de cultivo en el medio de cultivo RD1 semisdlido del cv.
‘FHIA - 25°.

. Embriones somaticos
Suspensiones
formados
Suspension 1 1580 a
Suspension 2 1610 a
Suspension 3 803 b

ES+ 0,22
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Embriones somaticos formados con letras distintas di-
fieren estadisticamente para p<0,05 seguin la prueba
de Tukey.

Los resultados alcanzados durante esta etapa permitie-
ron establecer como condicién de cultivo para el cv.
‘FHIA - 25/, iniciar el proceso de histodiferenciacion
a partir de suspensiones celulares embriogénicas a la
densidad celular de 12,0 %.

Influencia del tiempo de cultivo para la
maduracién de los embriones somaticos y su
germinaciéon

Al evaluar el tiempo de incubacion en el medio ME,
se observé que cuando los embriones somaticos se
incubaron durante 30 dias se favorecié su madura-
cién, con un 48,30% de embriones germinados, con
diferencias significativas del resto de los tratamientos
estudiados (tabla 4).

Tabla 4. Influencia del tiempo de cultivo (dias), en el medio
de maduracién, sobre la germinacién (%) de los embriones
somadticos en el cv. ‘FHIA - 25’

Tiempo de cultivo Em_b"i"“es
germinados (%)
15 30,50 ¢
30 48,30 a
45 36,80 b
Control (0) 15,00d

ES+ 0,22

Porcentajes con letras distintas difieren
estadisticamente para p<0,01 segun la prueba
de Tukey.

Los embriones somaticos maduros (figura 3) mostra-
ron una invaginacién de forma circular con el centro
opaco y la presencia de una zona meristematica den-
sa, correspondiente a un estado cordiforme, en su

Figura 3. Embriones somdticos maduros con invaginacién
circular (100x) a los 30 dias de incubacién en el medio de
maduracién.

desarrollo posterior el embrién evolucioné asimétrica-
mente hasta convertirse en un embrién cotiledonar.

Cuando los embriones somaticos no fueron cultivados
previamente en el medio ME, sélo germiné el 15 %
de los mismos. A partir de estos resultados se definié
para la fase de maduracién una densidad de in6culo
inicial de 0,5 gMF de embriones somaticos y 30 dias
de incubacion.

Conversién a plantas de los embriones
somaticos

Al evaluar las caracteristicas de las plantas provenien-
tes de los embriones somaticos, en comparacién con
las plantas regeneradas por organogénesis, se observo
en ambos casos un alto porcentaje de supervivencia
en la fase de aclimatizacién. En el caso de las plantas
procedentes de embriones somaticos fue de 98 % vy
en el control de organogénesis de 97,4%.

Transcurridos 60 dias en esta fase y previo a su tras-
plante a condiciones de campo, las plantas obtenidas

Tabla 5. Comparacién entre las plantas obtenidas por embriogénesis somdtica y organogénesis a los 60 dias en la fase de

aclimatizacién del cv. ‘FHIA - 25°.

g Distanci t
. . Largo del Ancho de la | Largo de la hoja s an.cla entre Altura de la
Medio de cultivo ) . las hojas 2y 3
peciolo (cm) | hoja 2 (cm) 2 (cm) (cm) planta (cm)
Embriogénesis 4,95 9,60 26,00 1,80 40,00
Organogénesis 4,40 9,30 25,20 1,75 39,00
T-Student 0,021* 0,013* 0,022* 0,024* 0,7ns

Nivel de significacién para p < 0,05
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en ambos sistemas de regeneracién no mostraron
anormalidades fenotipicas. Con relacion a las varia-
bles medidas excepto en la altura de la planta, hubo
diferencias estadisticas significativas en las demas va-
riables evaluadas a favor de las plantas regeneradas
por embriogénesis somdtica (tabla 5).

Los resultados obtenidos en la investigacion permitie-
ron la elaboracion de una metodologia para el desa-
rrollo de la embriogénesis somatica a partir de apices
de brotes axilares en el cultivar de platano ‘FHIA - 25’
(figura 4).

Discusiéon

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas a partir de dpices de brotes
de yemas axilares

El establecimiento de tres SCE de las cinco iniciadas
a partir del explante de apices de brotes axilares esta
en correspondencia con lo publicado por Schoofs et
al. (1999), cuando senalaron que no todo complejo
embriogénico dara una buena suspension celular. Es-
tos autores utilizaron las multiyemas como fuente de
explante para el establecimiento de SCE y obtuvieron
que la tasa exitosa fuera de uno de dos o uno de cinco,
es decir, que la investigacion desarrollada esta en co-
rrespondencia con los resultados alcanzados por otros
autores.

La formacion de estructuras globulares amarillas y su
posterior desarrollo también habia sido sefalada con
anterioridad por otros autores como Dhed’a et al.
(1991), quienes establecieron SCE a partir de “scalps”,
derivados de brotes adventicios (multiyemas), en el
cultivar Bluggoe (ABB).

Las SCE establecidas se caracterizaron por la presen-
cia de una alta proporcion de agregados de células
embriogénicas proliferantes, el cambio de color de
amarillo brillante a pélido y la rapida sedimentacion de
células cuando la suspension es retirada del vibrador
orbital, lo cual indicé una alta densidad del contenido
celular, como parametros indicativos para identificar
una SCE de buena calidad (Strosse et al., 2003)

Chong et al., (2005) establecieron suspensiones celu-
lares directamente de los explantes de inflorescencias
masculinas inmaduras, lo cual permitié obtener SCE
homogéneas en 20 semanas con una respuesta supe-
rior al 70% de los explantes inoculados.

Efecto de la densidad celular en la multiplicacion de
las suspensiones celulares embriogénicas

Schoofs et al., (1999) establecieron en la etapa de mul-
tiplicacion celular curvas de crecimiento logaritmico
en SCE, derivadas del explante de multiyemas en el
cv. ‘Williams” (AAA). Estos autores obtuvieron que las

densidades celulares de 3,0 y 5,0 % fueron superiores
al 10% y a su vez estas suspensiones celulares revela-
ron bajo estas condiciones, una fase logaritmica casi
ausente.

También Barranco (2001) a partir de suspensiones es-
tablecidas de embriones somaticos obtenidos del cul-
tivo de flores masculinas en el cv. ‘FHIA - 18" (AAAB),
alcanzo la mejor multiplicacion a la densidad celular
de 3,0% de VCS con una curva de crecimiento expo-
nencial.

Resultados similares fueron obtenidos por Lépez
(2006), con relacién a la mejor respuesta de la densi-
dad celular del 3% de VCS al estudiar la curva de cre-
cimiento en suspensiones celulares del cv. ‘Navolean’
(grupo AAB), con un incremento de biomasa celular
(0,474 mL) a los 23 dias de cultivo.

Cuando se estudiaron las curvas de crecimiento al 6%
y 9% de VCS se observo que independientemente de
que disminuye en el tiempo la cantidad de biomasa
celular, también disminuye la calidad de la suspensién
celular, al ser necesario incrementar el nimero de
subcultivos a realizar, corroborado por Georget et al.
(2000), al referir que la SCE pierde calidad con el nu-
mero de subcultivos, e incrementa la probabilidad de
contaminacion, disminuyendo la tasa de crecimiento
y capacidad de regeneracion, debido entre otros fac-
tores a la disminucion de nutrientes y reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo, fundamentalmen-
te el 2,4-D, asi como a la proliferacion de las células
densas de rapido crecimiento ricas en almidon.

Formacion de los embriones somdticos

Dhed’a et al., (1991) en el cv. ‘Bluggoe’ (ABB) obtuvie-
ron formacién de embriones somaticos en el medio de
cultivo RD1 liquido, a partir de suspensiones celulares.
Schoofs (1997), obtuvo de 10% a 10* embriones soma-
ticos por mL de VCS en medio de cultivo RD1 semi-
solido, a partir de suspensiones celulares de platanos.

Arnold et al, (2002), al respecto senalaron ademas,
que es importante tener en cuenta que para facilitar
la formacion y la sincronizacién de los embriones so-
maticos es necesario tamizar los agregados celulares y
lavar éstos antes de su inoculacion, para eliminar resi-
duos del medio de cultivo anterior.

Resultados similares a los obtenidos en la presente in-
vestigacion fueron reportados por Barranco (2000) en
el cultivar Gran Enano (AAA), con el ajuste al 15% de
densidad celular de las SCE, logro el proceso de his-
todiferenciacion en medio de cultivo liquido y formé
2561,5 £ 95,3 embriones somaticos.

Chong et al. (2005) al estudiar varias densidades celu-
lares, obtuvieron diferentes cantidades de embriones
somaticos, lo cual pudo estar influenciado por los di-
ferentes potenciales embriogénicos de las lineas celu-
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lares de Gran Enanao (AAA), todo lo cual corrobora
los resultados obtenidos en la investigacion realizada.

Influencia del tiempo de cultivo para la maduracion
de los embriones somdticos y su germinacion

Emb cotiled caracteristico de especies monocotiledé-
neas segun fue senalado por Natesh y Rau (1984).

Los embriones somaticos en etapa globular no estan
preparados para germinar y por tanto necesitan ser
colocados en un medio especifico para favorecer su
maduracion (Suarez-Castelld et al.,, 2012), siendo ne-
cesario la etapa de maduracién del embrion donde
ocurre la expansion de la célula y la acumulacion de
sustancias de reserva (Corredoira et al., 2003).

Daniels et al., (2002) en el cv. ‘FHIA - 21’ (Musa AAAB)
observaron que la densidad celular y el tiempo de
permanencia en el medio de cultivo de maduracién
influyen en el ndmero de embriones somaticos germi-
nados, lo cual pudo ser corroborado en la presente
investigacion.

Barranco (2001) en el cv. ‘FHIA - 18’ (AAAB) al estable-
cer embriones somaticos a densidades de entre 0,4
y 0,8 gMF en Erlenmeyer de 250 ml que contenia 25

Seleccion del explante

en campo P5+0.2mg.L-7 ANC

45 dias

Formacién de embricnes
RD1 (Dhed'a et al., 1997) (12,0% VCS)

‘30 dias

45 dias

Maduracién de embriones
(0.22mg.L"" Zeatina)

Apices de brotes de yemas axilares

Germinacién de embriones MC
Gomez et al. (2000) (0.5 gMF)

mL de medio de cultivo, incubados en condiciones de
oscuridad y temperatura de 27 £ 0.2°C en un agitador
orbital. Estos tuvieron una rapida maduracién, la cual
ocurrié entre 15y 22 dias de cultivo. Lopez (2006) al
estudiar la interaccion de la densidad de inéculo inicial
de embriones somaticos y el tiempo de incubacién en
el medio de maduracién, en el cv. ‘Navolean’, observo
que la mejor combinacion fue la densidad de 0,5 gMF
de embriones durante 30 dias de cultivo, logrando un
porcentaje de germinacion de 46,8%. Ademas este
mismo autor demostré que cuando los embriones so-
maticos no fueron cultivados previamente en el medio
de cultivo de maduracién, sélo germiné el 18,6% de
los mismos.

Barranco (2001) logré 40,6% de germinacion en el
cultivar hibrido ‘FHIA - 18" en medio de cultivo semi-
solido; y Cabrera et al, (2002) en el cv. ‘Navolean’
(ABB) un 49,3% de germinacion en el medio propues-
to por Gomez et al.,, 2000.

Los resultados obtenidos por dichos autores corrobo-
ran los alcanzados en la presente investigacion, evi-
denciando la importancia de la etapa de maduracién
de los embriones somaticos para incrementar su por-
centaje de germinacion.

1

Apice de 2-3 mm Explantes en medio
ZZ liquido

21 dias

Establecimiento de
suspensiones celulares (90 rpm)

Figura 4. Esquema de trabajo para el desarrollo de la embriogénesis somdtica del cultivar ‘FHIA - 25’ (Musa AAB)
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Conversion a plantas de los embriones somdticos

La eficiencia del proceso embriogénico de cualquier
especie vegetal, esta dada por la germinacién y con-
version de los embriones somaticos en plantas, eta-
pas que constituyen requisitos indispensables (Lopez,
2006).

De una total de 350 plantas evaluadas procedentes
de los embriones somaticos, se logré una superviven-
cia del 98%, en comparacién con las plantas rege-
neradas por organogénesis, que alcanzaron 97,4%.
Resultados similares fueron obtenidos por Lépez
(2006) al estudiar la conversién a plantas de embrio-
nes somaticos del cultivar Navolean sin la presencia
de variacién somaclonal en la fase de aclimatizacion,
lo cual corroboré lo planteado por Sandoval et al,
(1997) al afirmar que en esta fase solamente se pue-
de detectar alrededor de un 60% de variantes soma-
clonales, cual no implica que no se hayan producido,
sino que no fue posible su observacion visual, por
tanto se hace necesario continuar las evaluaciones de
estas plantas en campo hasta completar su ciclo de
desarrollo. Sin embargo, Lépez (2006) al evaluar la
conversion a plantas de los embriones somaticos del
cultivar Navolen, observé que un 0,5% mostraban
variaciéon somaclonal con caracteristicas de hojas va-
riegadas, descrita por Reuveni e Israeli (1990) como
“axilares mosaic-like”.

Cote et al, (2000), durante la fase de aclimatizacion
de plantas regeneradas de embriones somaticos en el
cv. ‘Gran Enano’ (AAA) observaron que en el 0,5 -1,3%
de la poblacién tuvieron hojas variegadas, y senala-
ron ademas que cuando estas plantas fueron llevadas
a campo desaparecio esta anormalidad morfolégica,
quizas debido a cambios epigenéticos ocurridos.

Conclusiones

Se logro la regeneracion de plantas del cv. ‘FHIA - 257
via embriogénesis somatica, a partir de los embriones
somaticos formados al 12% de densidad celular y pos-
teriormente madurados durante 30 dias.

La metodologia desarrollada propicié la conversion de
los embriones somaticos a plantas con una superviven-
cia del 98% de éstas en la fase de aclimatizacion.
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Resumen

Aspidosperma polyneuron es un especie nativa de la region neotropical, en paises como Colombia, Venezuela, Perd, Bra-
sil, Argentina y Paraguay, propio de bosques semideciduos, catalogada desde 1998 por la UICN como “En Peligro (EN)”,
debido a que sus poblaciones naturales fueron sometidas a una intensa explotacion con fines madereros y su habitat se
vio seriamente degradado por actividades agricolas y silvopastoriles. Las dificultades para su regeneracion natural y el
enraizamiento de las estacas, hace que el cultivo in vitro sea una eficaz herramienta para contrarrestar las dificultades
reproductivas que presenta. Sin embargo, la presencia de contaminantes que afectan la viabilidad de los explantes, precisa
el desarrollo de protocolos que permitan el establecimiento in vitro de la especie. El objetivo de la presente investigacion
fue lograr el establecimiento aséptico y la induccién de la callogénesis en explantes de A. polyneuron, mediante la evalua-
cién de diferentes tratamientos de desinfeccion. Los explantes se obtuvieron de individuos de regeneracién natural, en el
municipio de Armero, departamento del Tolima, los cuales se sumergieron en agua destilada con una gota de Tween®
80 por cada 100 ml, durante 10 minutos y lavados con agua destilada estéril. Se utilizaron como agentes desinfectantes,
el hipoclorito de sodio y el dicloruro de mercurio a distintas concentraciones y tiempos de inmersion. De los explantes
utilizados: apices, segmentos nodales y laminas foliares, este dltimo fue seleccionado por su capacidad de producir callos
friables de color verde, para lo cual una desinfeccion con dicloruro de mercurio (HgCl,) al 0.125% durante 10 minutos fue
suficiente para el control de la contaminacién y bajos indices de oxidacion.

Palabras clave: in vitro, dicloruro de mercurio, contaminacion endégena y exdgena. especie forestal.

Abstract

Aspidosperma polyneuron is a species native to the Neotropics, in countries like Colombia, Venezuela, Peru, Brazil, Argentina
and Paraguay, typical of semi-deciduous forests, catalogued since 1998 by the IUCN as “Endangered (EN)”, because its natural
populations were subjected to an intense exploitation for timber and its habitat was seriously degraded by agricultural and sil-
vopastoral activities. The difficulties for its natural regeneration and the rooting of cuttings, make the in vitro culture an efficient
tool to counteract the reproductive difficulties that it presents. However, the presence of pollutants that affect the viability
of the explants needs the development of protocols that allow the in vitro establishment of this species. The objective of this
research was to achieve aseptic establishment and the induction of callogenesis in explants of A. polyneuron, by evaluating
different disinfection treatments. The expants were obtained from individuals of natural regeneration, in the Municipality of
Armero in the Department of Tolima, which were immersed in distilled water with a drop of Tween® 80 for each 100 ml, for
10 minutes and then rinsed with sterile distilled water. There were used as disinfectant agents, sodium hypochlorite and mer-
cury dichloride in different concentrations and times of immersion. Among the used explants: buds, nodal segments and leaf
blades, the last one was selected for its capacity of producing friable and green callosity, for which a disinfection with mercury
dichloride (HgCl>) 0.125% for 10 minutes was enough for contamination control and low indexes of oxidation.

Key words: in vitro, mercury dichloride, endogen and exogen contamination, forestal species.
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Introduccién

Aspidosperma polyneuron es una especie que presen-
ta serios problemas de regeneracion natural; por ser
un arbol de crecimiento lento, tarda casi 50 anos en
llegar a su etapa fértil, con alternancia en la floracién
por periodos de hasta cuatro afos y aunque produce
abundantes semillas, las tasas de germinacién son muy
heterogéneas (35-70%), ademas, son de dificil recolec-
cion debido a la altura de los arboles que pueden al-
canzar hasta 40 m en condiciones naturales. Sumado
a esto el dificil enraizamiento de las estacas hace que
la propagacion vegetativa de esta especie no tenga
el éxito esperado (Damasceno et al,, 2011; Del Valle,
1972; Ezcurra, et al, 1992; Mozo, 1972; PROEXPO,
1970; Ribas et al, 2005; Sakita et al, 2007; Valeiro
et al, 2008).

Esta especie se encuentra en el Libro rojo de plantas
de Colombia bajo la categoria global y nacional “En
Peligro (EN)”, debido a que su habitat se ha visto se-
veramente degradado, ademas la intensa explotacion
a la que fué sometido dio como resultado que las po-
blaciones naturales se vieran drasticamente reducidas.
En Colombia entidades como la Corporacion para la
Defensa de la Meseta de Bucaramanga (CDMG), prohi-
be el aprovechamiento de A. polyneuron y ha vedado
su comercializacion bajo cualquier modalidad. Otra
entidad que vela por la conservacién de esta especie
es el Sistema de Parques Nacionales Naturales, ya que
protege las poblaciones naturales de cualquier explo-
tacion (Salinas & Cérdenas Lépez, 2007).

La biotecnologia es una alternativa para la produccién
y mejoramiento de especies forestales si se tiene en
cuenta que la produccion de material seleccionado
requiere un alto conocimiento de la biologia reproduc-
tiva, asi como de los mecanismos fisiolégicos que influ-
yen en la capacidad morfogenética, segiin Hodson de
Jaramillo (2004). Siendo entonces, el cultivo de tejidos
vegetales una herramienta biotecnolégica que puede
ser una soluciéon a problemas naturales e inducidos
que presentan algunas especies.

Una de las dificultades para el establecimiento de
cultivos in vitro, es la presencia de microorganismos
contaminantes tanto endégenos como exdgenos que
afectan la viabilidad y el desarrollo de los explantes
una vez que se han establecido in vitro, por lo tanto se
requiere establecer protocolos que conlleven a mini-
mizar o eliminar dichos microorganismos sin afectar la
viabilidad de los explantes.

El objetivo de la presente investigacion fue lograr el
establecimiento aséptico y la induccién de la callogé-
nesis en explantes de A. polyneuron, mediante la eva-
luacion de diferentes tratamientos de desinfeccion.

Materiales y métodos

Colecta de material vegetal: se establecieron dos
areas de muestreo, la primera en el Centro Universi-

tario Regional del Norte de la Universidad del Tolima
(CURNUT), en el municipio de Armero-Guayabal en un
bosque de regeneracién natural de A. polyneuron, a
una altitud de 320 m s.n.m. y una temperatura ambien-
te de 29,5°C; la segunda en el municipio de Coello
en el corregimiento de Chucuali, lote sembrado con
individuos de la especie, ubicada a 270 m s.n.m. y una
temperatura ambiente de 29°C. Se seleccionaron te-
jidos de ramas juveniles y sin daflo mecanico, en las
dos areas se realiz6 colecta de yemas apicales y para
el drea de CURNUT, se extrajeron algunas plantulas ju-
veniles para adaptarlas a condiciones de invernadero
y establecerlas como plantas madre.

Fase de laboratorio: la presente investigacién se de-
sarrollé en las instalaciones del Laboratorio de Pro-
teccion de Plantas y Cultivo de Tejidos Vegetales de
la Universidad del Tolima. Las plantulas juveniles una
vez ubicadas en el invernadero, fueron sometidas a
tratamientos con Benomil 5g/l, ocho dias antes de la
toma de los explantes y para los casos en los que
se presento ataque de insectos se realizo tratamientos
con insecticida. Se realizé procesos de juvenilizacion
mediante constantes podas para inducir rebrotes, de
los cuales se tomaron los explantes (apices, segmen-
tos nodales y laminas foliares).

Preparacion de los medios de cultivo: para todos los
tratamientos de desinfecciéon empleados se uso medio
de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962), suplemen-
tado con 30 g/ | de sacarosa como fuente de carbono,
se ajusto el pH a 5,7 antes de la adicion de agar 7g/l;
se sirvieron 20 ml de la solucion en recipientes de vi-
drio, debidamente rotulados segin los tratamientos,
para luego ser esterilizados en autoclave durante 20
minutos a 121°C y 15 libras de presion.

Para inducir la formacién de callos se tomaron ex-
plantes de hojas jovenes, las cuales fueron cultivadas
en medios MS (Murashige & Skoog, 1962) y WPM
(Lloyd & McCown, 1980), adicionados con 30 g/l de
sacarosa, 7 g/l de agar y un pH ajustado a 5,7. Se rea-
lizaron los siguientes tratamientos de reguladores de
crecimiento vegetal: con 2,4 -D (1 y 2 mg/l) y sus res-
pectivas combinaciones con BAP (1 mg/I).

Las laminas foliares fueron divididas en tercios (apice,
medio y base) de aproximadamente 1cm? y cada uno
sembrados en frascos diferentes, las siembras se hicie-
ron colocando las hojas por la haz o por el envés, para
un total de 16 tratamientos con 10 réplicas. Las obser-
vaciones se realizaron por 45 dias, tiempo durante el
cual se realizaron dos subcultivos, el primero a los 20
dias y el segundo a los 40 dias.

Todos los tratamientos resultantes fueron incubados
bajo condiciones de fotoperiodo de 12 horas luz, tem-
peratura de 23-25°C. Durante el periodo de observa-
cién se midieron variables como la coloracion (verde
claro o marrén), consistencia del callo (friable o com-
pacto) y la formacién parcial o completa de los callos.
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Desinfeccion del material vegetal: una vez seleccio-
nados los explantes, se lavaron con agua de la llave
para retirar cualquier particula que pudiera estar pre-
sente; luego el material se sumergié en 100 ml de agua
destilada con una gota de Tween®80, en agitacion
constante durante 10 minutos. Se continué con tres
lavados con agua destilada para retirar el detergente;
posteriormente se sumergieron, a diferentes concen-
traciones y tiempos de exposicion segtn el explante,
en la solucién desinfectante. Finalmente se hicieron
tres lavados con agua destilada esterilizada con el
fin de eliminar cualquier traza de desinfectante. Para
apices se realizé un total de 21 tratamientos, para seg-
mentos nodales 19 y para hojas se evalué un total de
13 tratamientos de desinfeccion. Para cada uno de los
tratamientos de desinfeccion empleados se realizaron
10 réplicas.

1. Tratamientos de desinfeccion para apices. La in-
vestigacion se realizé en yemas apicales escogidas
por su mayor tamafo en relacion con las laterales
y por ende mayor facilidad para la extraccion de
meristemos, sin embargo se observd que cuando
estos quedaban totalmente descubiertos se oxida-
ban completamente, por lo tanto se trabajé con
apices a los que solo se les retird los primordios
foliares mas externos. Se realizaron tratamientos
de desinfeccion con NaClO y otro de doble desin-
feccion con HgCl..

2. Tabla 1.Tratamientos de desinfeccién empleados
en apices de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDAT1 NaClO 0,25% por 10’
TDA2 NaClO 0,25% por 20’
TDA3 NaClO 0,25% por 30’
TDA4 NacClO 0,5% por 10’
TDAS NaClO 0,5% por 20’
TDA6 NaClO 0,5% por 30’
TDA7 NaClO 1,5% por 10’
TDAS8 NacClO 1,5% por 20’
TDA9 NaClO 1,5% por 30’
TDAT10 HgCl, 0,2% por 5’
TDAT11 HgCl, 0,2% por 10’
TDA12 HgCl, 0,2% por 15’
TDA13 HgCl, 0,2% por 20’
TDA14 HgCl, 0,3% por 10’
TDA15 HgCl: 0,3% por 20’
TDA16 HgCl, 0,4% por 5’
TDA17 HgCl 0,4% por 10’

Codigo Tratamiento

TDA18 HgCl, 0,4% por 15

HgCl, 0,5% por 15/,

TDAT9 HgCl» 0,2% por 10
HgCl, 0,5% por 15/,

TDA20 HgCl> 0,2% por 10" ( CA*).
0, ’
TDA21 HgCl, 0,3% por 10/,

HgCl, 0,1% por 1’

* CA: Carbén activado
Fuente: Autores

3. Tratamientos de desinfeccion para segmentos
nodales. Se tomaron segmentos de un centimetro
de longitud por 3-4 milimetros de diametro con
un nudo completo. Se usaron soluciones desinfec-
tantes de NaClO y HgCl; en varias concentracio-
nes y tiempos de exposicion. Una vez finalizada la
desinfeccion, se hicieron cortes transversales en la
base del explante con el fin de eliminar los extre-
mos que se observan afectados por el desinfectan-
te, ademas se procuré dejar una yema por nudo
con el fin de que el explante presente el tejido
meristematico apto para su brotacién. En este tipo
de explante también se realizaron tratamientos de
doble desinfeccién con HgCl.. Se realizaron 10 re-
peticiones para cada tratamiento. Los tratamientos
propuestos se observan en la tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos de desinfeccién empleados en
segmentos nodales de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDS1 NaClO 0,25% por 10’
TDS2 NaClO 0,25% por 20’
TDS3 NaClO 0,25% por 30’
TDS4 NaClO 1,5% por 10’
TDS5 NaClO 1,5% por 20’
TDS6 NaClO 1,5% por 30’
TDS7 NaClO 2,5% por 10

TDS8 NaClO 2,5% por 20’

TDS9 NaClO 2,5% por 30’

TDS10 HgCl, 0,125% por 5’

TDS11 | HgCl, 0,125% por 10'

TDS12 HgCl, 0,125% por 5’ con CA*.
TDS13 HgCl, 0,2% por 10’

TDS14 HgCl>0,2% por 10" con CA.
TDS15 HgCl> 0,2% por 20’
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Codigo Tratamiento

TDS16 HgCl, 0,2% por 20" con CA.

TDS17 HgCl, 0,25 por 5

HgCl>0,25% por 15’, HgCl,

TDS18 0,125% por 10" sin CA

HgCl, 0,25% por 15’, HgCl,

D519 0,125% por 10" con CA

*  CA: Carbdn activado

Fuente: Autores

4. Tratamientos de desinfeccion para laminas
foliares. Se seleccionaron las hojas mas cercanas
al dpice para someterlas a los tratamientos de
desinfeccion, en los cuales también se emplearon
soluciones de NaClO y HgCl,. Una vez desinfec-
tadas y en condiciones de asepsia se realizaron
cortes por todo el margen de la hoja, con el fin
de eliminar el tejido que pudo haberse necrosado
después de la desinfeccion. Los tratamientos se re-
sumen en la tabla 3.

Tabla 3.Tratamientos de desinfeccién empleados en
explantes foliares de A. polyneuron.

Codigo Tratamiento
TDH1 NaClO 1% por 10’
TDH2 NaClO 2% por 10’
TDH3 NaClO 3% por 10’
TDH4 NaClO 5% por 10
TDH5 HgCl, 0,125% por 5’
TDH6 HgCl> 0,125% por 10’
TDH7 HgCl, 0,125% por 10’ Con CA*.
TDH8 HgCl, 0,125% por 15’
TDH9 HgCl, 0,125% por 15" con CA.
TDH10 HgCl, 0,2% por 10’
TDH11 HgCl, 0,2% por 20’
TDH12 HgCl, 0,25% por 5
TDH13 HgCl, 0,25% por 10

*  CA: Carbén activado
Fuente: Autores

Una vez inoculadas en el medio de cultivo MS, fueron
incubadas bajo fotoperiodo de 12 horas luz (lampa-
ras fluorescentes de 1000 lux) a una temperatura de
23-25 °C, durante tres semanas, al cabo de las cuales
se determiné el ndmero de explantes contaminados
por hongos y/o bacterias mediante observaciones dia-
rias, los primeros dias después de la siembra, luego

semanalmente. También se establecié el ndmero de
explantes oxidados, mediante observaciones semana-
les, finalmente se determind el nimero de explantes
sanos y viables.

Fase estadistica: la evaluacion de resultados para esta
etapa se realizé mediante el andlisis factorial de corres-
pondencia mdltiple, mediante la herramienta de ma-
pas perceptuales. La informacion fue procesada con el
software estadistico multivariado SPAD 4.5. El analisis
de correspondencias es un método estadistico explo-
ratorio que se aplica con base en el andlisis de tablas
de contingencia que reflejan unos mapas perceptuales
conformados por dos factores principales: F1 sobre el
eje de las X, que es el que absorbe mayor informacién
en variabilidad con respecto a los tratamientos origi-
nales, que estén mas préximas al punto de inercia u
origen (promedio) y F2, sobre el eje de las Y, que es
el segundo factor en la escala de captacion de infor-
macién sobre el resto de los tratamientos originales.
En dicho gréfico se representan conjuntamente las
distintas modalidades de la tabla de contingencia (se
contamind 1, no se contaminé 2 y se oxid6 3), de for-
ma que la proximidad entre los puntos representados
por estas modalidades, reflejan un nivel de asociacién
entre ellas y ademas las que estén mas préximas al
punto de origen son las que mas se caracterizan con
base en el contexto.

Resultados y discusién

En la evaluacion de la contaminacion, se observé que
en los tres explantes propuestos, los porcentajes mas
altos de contaminacion se alcanzaron cuando el agen-
te desinfectante fue el NaClO; pérdidas, en la mayo-
ria de los casos, de hasta el 100% de las muestras,
principalmente por la aparicion de hongos. Cuando se
trabaja con material de campo, este es uno de los prin-
cipales factores que afecta el establecimiento de los
explantes (Abdelnour et al., 2011).

Como se puede observar, en la figura 1 el mapa per-
ceptual para la desinfeccion de apices de A. polyneu-
ron, los tratamientos mas cercanos al punto de inercia
son aquellos en los que se usé el NaClO, pero estos
no controlaron (100% de contaminacion), por lo que
se denominé como “contaminado”; se confirma asi,
que este desinfectante fue ineficiente para el control
de la contaminacion; mas distantes se encuentran los
tratamientos con HgCl,, aunque estos tampoco con-
trolaron la contaminacion. Ante estos ensayos poco
exitosos, se emplearon tratamientos de doble desin-
feccion con HgCl,, los cuales se observan muy cer-
ca del origen; sin embargo, los tratamientos TDA19 y
TDA20, presentaron una oxidacién cercana al 80% de
los explantes; tan solo el tratamiento HgCl. 0,3% por
10"y HgCl> 0,1% por 1" (TDA21), mostrd ser efectivo,
pues su respuesta “no contaminado” se encuentra cer-
ca del punto de inercia, con un control de la contami-
nacion del 80 al 100%, igualmente este tratamiento no
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presentd problemas de oxidacion, lo que se traduce
en el mejor tratamiento de desinfeccion empleado en
apices de A. polyneuron.

El HgCl, viene siendo utilizado con éxito en forma de
solucion desinfectante, en muchas especies forestales
y lefiosas, con serios problemas de contaminacion,
como lo mencionan Zibbu & Batra (2010).

La edad fisiolégica del tejido que se utiliza para ini-
ciar el establecimiento de los cultivos, también tiene
gran influencia en el proceso de desinfeccion, ya que
el material tomado de plantas en crecimiento es mas
facil de desinfectar en comparacién con el obtenido
de plantas maduras, en donde los depésitos de ceras y
lighinas son mayores, y a su vez se convierten en una
barrera para la acciéon del agente desinfectante sobre
los microorganismos enddgenos (Lopez et al, 2010;
Pedroza et al., 2007; Toro, 2004).

Segun Abdelwahd et al. (2008) y Pedroza et al. (2007),
la obtencion de explantes para iniciar actividades de

cultivo in vitro, necesariamente implica causar cortes
o heridas en los tejidos, los cuales facilitan la entrada
de nutrientes y fitohormonas, pero favorecen también
la exudacion de compuestos relacionados con la cica-
trizacion y defensa contra agentes externos (principal-
mente patdgenos), estos compuestos generalmente
de estructura fendlica, son rapidamente oxidados, cau-
sando el oscurecimiento del medio de cultivo y de los
tejidos, haciendo que estos se necrosen y mueran.

En el grafico también se puede percibir, como en to-
dos los tratamientos de desinfeccion empleados, que
la oxidacion fue baja (menor al 20%) y los puntos
graficados para esta modalidad se encuentran alejados
del origen, a excepcion de los tratamientos TDA19 y
TDA20, en la que este fendmeno predominé.

La figura 2, muestra el mapa perceptual para los tra-
tamientos de desinfeccion empleados en segmentos
nodales. Cerca del origen se ubican aquellos trata-
mientos que presentaron contaminacion y oxidacion
(valores superiores al 70%). Los tratamientos con Na-
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Figura 1. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los 21 tratamientos de desinfeccién empleados en dpices de A. polyneuron.

Fuente: Autores
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ClO presentan mas contaminacién en relacion con los
que se utilizo el HgCl,, pero en éste, la oxidacion es
mas frecuente. Sin embargo, Seneviratne & Wijeseka-
ra (1996), encontraron que diferentes concentraciones
de hipoclorito de sodio, promovian mas el oscureci-
miento de brotes de Hevea brasiliensis, con relacion al
dicloruro de mercurio.

El grafico también sefala dos tratamientos con HgCl,
cercanos al punto de inercia, en los que la desinfec-
cion fue superior al 80%; fueron los tratamientos
HgCl, 0,125% por 5" y HgCl,0,2% por 10/, ambos en
presencia de carbén activado (TDS12 y TDS14 respec-
tivamente), aunque en este ultimo, el valor de su con-
tribucion para la modalidad “oxidado”, es inferior con
relacion al valor obtenido en el tratamiento TDH12
como se observa en la tabla 4.

Como se observa en la tabla anterior el tratamiento
TDS14 es mas efectivo para controlar la contamina-
ciéon por estar mas cerca al origen sin embargo, la
oxidacion es mucho mas alta (60%) con relacion al tra-
tamiento TDS12 (10%), en el que a pesar de tener una
tasa de contaminacién mayor, el nimero de explantes
necrosados es menor.

Dobranszki & Teixeira (2010), en su revision, men-
cionan lo eficaz que es suplementar inicialmente el
medio de cultivo con carbon activado para evitar el
oscurecimiento de los explantes, ya que este propor-
ciona un ambiente oscuro e inactiva las peroxidasas y
polifenol oxidasas, lo que se traduce en el aumento de
material sobreviviente. Esto se pudo demostrar en el
trabajo cuando se adicionaron 3 g/l de CA, al medio
de cultivo, con lo cual se redujo considerablemente la
oxidacién y posterior muerte de los explantes. De esta
forma se aconseja desinfectar los segmentos nodales
de A. polyneuron, con HgCl. a una concentracion de
0,125% por 5 minutos y suplementar el medio de cul-
tivo con carbén activado.

En el explante laminas foliares no se requirid
realizar tratamientos de doble desinfeccion y las
concentraciones y tiempos de exposicion al dicloruro
de mercurio fueron una de las mas bajas; por lo que se

concluye que las hojas responden positivamente a los
tratamientos de desinfeccion, minimizando los efectos
de la oxidacion y contaminacién microbiana.

En la figura 3, el mapa perceptual muestra la relacion
de los tratamientos de desinfeccion empleados en la-
minas foliares de A. polyneuron, el cual presenta una
composicion diferente a los obtenidos anteriormente,
ya que se contempla un mapa mdas despejado pues
no se registran grandes agrupaciones alrededor del ori-
gen, reflejando de esta forma que en las hojas, la con-
taminacién y oxidacién no fueron tan marcadas como
en los otros explantes evaluados.

El mapa confirma nuevamente lo sucedido con los
otros explantes, en donde las tasas mas altas (mayor
a 80%) de desinfeccion y oxidacion, se observaron
cuando el desinfectante fue el dicloruro de mercurio.
Sin embargo, el NaClO, funciona mejor que otros des-
infectantes, como lo estudié Montes (2004), cuando
compara el uso de NaClO en hojas de Anthurium
andreanum, con el CaClO.

Se observa también que dos tratamientos en los que
se us6 dicloruro de mercurio, son los mas proximos
al origen con la modalidad “no contaminado”, HgCl,
al 0,125% por 10’ (TDH6) y HgCl. al 0,2% por 10’
(TDH10), aunque este dltimo, mostré una mayor oxi-
dacion, lo que se reconoce en el mapa perceptual al
colocarse en un punto mds cercano al origen.

Como muestra la tabla 5, el tratamiento TDH10 es
mas eficaz en el control de la contaminacion de lami-
nas foliares sin embargo, se aumenta la oxidacién, la
cual es menor en el tratamiento TDH6, en el que este
fenémeno no es tan marcado.

En concordancia con lo afirmado por Torres et al.
(1998) citado por Alves Dos Santos et al. (2010), una
desinfeccion eficaz es aquella en la que los explantes
que han sido expuestos a una baja concentracion des-
infectante, presentan tasas reducidas de contamina-
cion microbiana y oxidacion. Los tratamientos TDH10
y TDH®6, presentaron resultados muy similares, pero se
escoge, para los posteriores ensayos de desinfeccion
de lamina foliares de A. Polyneuron, el tratamiento

Tabla 4. Valor de las contribuciones para los tratamientos TDS12 y TDS14 en las modalidades “no contaminado” y “oxidado” sus

respectivos porcentajes de contaminacion y oxidacién.

Modalidad No contaminado Oxidado . .
Porcentaje Porcentaje de
de contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2
TDS12 0,2 4,2 7.2 0,6 30% 10%
TDS14 0,5 0,3 0,6 2,8 10% 60%

Fuente: Autores
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Figura 2. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los tratamientos de desinfeccién empleados en segmentos nodales de A. polyneuron.

Fuente: Autores

Tabla 5. Valor de las contribuciones para los factores F1y F2, en las modalidades “no contaminado” y “oxidado”, para los
tratamientos TDH6 y TDH10 y sus respectivos porcentajes de contaminacién y oxidacion.

Modalidad No contaminado Oxidado Porcentaje de | Porcentaje de
contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2
TDH6 0,1 4,1 8 3,1 20% 10%
TDH10 1 1,2 6 0,3 10% 20%

Fuente: Autores

TDH®6 por presentar una concentracién mas baja de
HgCl: y producir una menor oxidacion en el explan-
tes, lo que finalmente se traduce en menor posibilidad
de dafnos al explante como quemaduras, toxicidad o
falta de vigor.

En la tabla 6, se resumen las contribuciones para las
modalidades “contaminado”, “no contaminado” vy

“oxidado”, para los mejores tratamientos empleados
en los tres tipos de explantes evaluados.

Como se observa en la tabla anterior, el explante que
mejor respondid a los tratamientos propuestos de des-
infeccion, fue el de los apices, ya que no se presen-
taron réplicas contaminadas, seguido por las hojas y
por dltimos los segmentos nodales que fue el explante
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Figura 3. Mapa perceptual que refleja la asociacién de los tratamientos de desinfeccién empleados en ldminas foliares de A.

polyneuron.
Fuente: Autores

» o«

Tabla 6. Valor de las contribuciones para las modalidades “contaminado”, “no contaminado” y “oxidado”, para los tratamientos

TDA21, TDS12, TDH6.

. . N .
Modalidad Conta-minado o' Oxidado Porcentaje de Porcentaje de
conta-minado N N

: contaminacion oxidacion
Tratamiento F1 F2 F1 F2 F1 F2
TDA21* No presenta 0,6 0,1 5,1 0,7 0% 10%
TDS12** 0,8 6,0 0,2 4,2 7,2 0,6 30% 10%
TDH6*** 1,8 6,5 0,1 41 8,0 3,1 20% 10%

Fuente: Autores

*  Tratamiento de desinfeccién empleado en apices

** Tratamiento de desinfeccién empleado en segmentos nodales
*#* Tratamiento de desinfeccién empleado en laminas foliares

que mas inconvenientes presentd en el proceso de
desinfeccion. En cuanto a los procesos de oxidacion,
los tres explantes utilizados en el estudio, presentaron
el mismo porcentaje (10%) considerado bajo y no limi-
tante para el establecimiento del cultivo.

Si se tiene en cuenta que la lamina foliar present6
una contaminacién moderada respecto a los otros dos
explantes, la menor oxidacién y la mayor produccién

de callo, situacién que se buscaba como un resultado
positivo para continuar los estudios de embriogénesis
indirecta en A. polyneuron, se escoge, por esta razon,
la lamina foliar como explante ideal.

El dicloruro de mercurio fue mas eficiente que el hipo-
clorito de sodio en el control de la contaminacion en
explantes de A. polyneuron, resultados que concuer-
dan con los realizados por Ribas et al. (2003) sin em-

Estandarizacién del protocolo de desinfeccién

83



bargo, este es un producto muy téxico y activo a bajas
concentraciones, presenta accion carcinogénica, afec-
ta principlamente las glandulas mamarias y el sistema
reproductor femenino, asi mismo danos a nivel del
sistema nervioso central. Puede causar quemaduras
cuando estd en contacto con la piel y es corrosivo para
los ojos, ademas puede llegar a ocasionar serios pro-
blemas en el sistema respiratorio cuando este produc-
to es inhalado. (Smith, 2013). Se recomienda evitar su
eliminacion por el drenaje, ya que este compuesto se
biocumulan a lo largo de la cadena alimentaria y tiene
efectos prolongados en el medio ambiente.

Conclusiones

El explante seleccionado por su capacidad de produ-
cir callos friables y de color verde fue la lamina foliar,
para la cual, una desinfeccion con dicloruro de mercu-
rio (HgCl:) al 0,125% durante 10 minutos, fue suficien-
te para el control de la contaminacién y bajos indices
de oxidacion.

En caso de utilizarse como explante el apice caulinar
se debe implementar una doble desinfeccion, asi: a
las yemas completas una vez tomadas de la planta ma-
dre, se sumergen en HgCl; al 0,3% por 10 minutos y
posteriormente, luego de la eliminacion de pérulas y
primordios foliares mas externos, en HgCl, al 0,1% por
1 minuto.
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Efecto de Dicamba y de acido 2,4 diclorofenoxiacético
sobre la embriogénesis somatica en cana de azicar

Effect of Dicamba and 2,4 dichlorophenoxiacetic acid on sugarcane
somatic embryogenesis

Beatriz Alvez’, Maira Oropeza™
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Resumen

El cultivo in vitro de la cana de azicar ha sido establecido en muchas variedades comerciales con el propésito de producir
material libre de enfermedades microbianas, conservar germoplasma, detectar resistencia a enfermedades y plagas, etc. En
este sentido, el objetivo de este trabajo fue analizar la efectividad de las auxinas sintéticas acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4D) y acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico (Dicamba), en la induccion del proceso de embriogénesis somatica y la rege-
neracion de vitroplantulas de distintas variedades de cana de azdcar (C26670, RB855546, V99245, V756, V781, V0050,
CCB8592, CC8475). Para esto se cultivaron discos de hojas en fase de macollamiento, de T cm de diametro y 2 mm de gro-
sor, en medio Murashige-Skoog, 1962 (MS) suplementado con 50 ml.I" agua de coco, 30 g.I" sacarosa y dos tratamientos
diferentes: 3 mg.I" 2,4-D 6 6.63 mg.I' Dicamba, ambos en completa oscuridad a 25°C, durante 1 mes. Los callos obtenidos
se colocaron en medio de regeneracién, conteniendo 2 sales MS, 200 ml.I" agua de coco y 60 g.L" sacarosa, incubandose
bajo luz continua, 25°C, por 2 meses. El mayor porcentaje de callo embriogénico se obtuvo en medios suplementados con
Dicamba un promedio de 70,83 % de callo embriogénico por variedad ; mientras que en los medios con 2,4D se obtuvo
62,08 % de callo embriogénico por variedad. Se obtuvo un promedio de 89,00 % de plantas regeneradas a partir de los
callos obtenidos en medios con Dicamba y 66,12 % de plantas a partir de callos obtenidos en medios con 2,4D. Con el
uso de Dicamba se establecio un sistema eficiente de embriogénesis somatica para estas variedades de cafa de azdcar.

Palabras clave: cultivo in vitro, auxinas, vitroplantulas, Sacharum spp., embriogénesis somatica.

Abstract

In order to conserve sugarcane germplasm, produce microbial disease-free material, detect resistance to diseases and
pests, etc., in vitro propagation of sugarcane has been established in many commercial varieties. In this sense, the aim of
this work was to analyze the efficiency of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4D) and 3,6-dichloro -2- methoxybenzoic acid
(Dicamba) to induce somatic embryogenesis and regeneration of plantlets from sugarcane varieties C26670, RB855546,
V99245, V756, V781, V0050, CC8592, CC8475. For induction of embryogenic callus, leaf discs in tillering stage of 1 cm
diameter and 2 mm thick, were inoculated on Murashige-Skoog, 1962 medium (MS), supplemented with 50 mLI" coconut
water, 30 g.I'sucrose and two different treatments: 3 mg.I" 2,4D or 6.63 mg.I" Dicamba, both of them in total darkness at
25 °C, during T month. For plant regeneration, embryogenic calli were transferred to "2 MS salts supplemented with coco-
nut water 200 mLI" and sucrose 60 g.I" and incubated under continuous light, 25 °C, for 2 months. The highest percent of
embryogenic callus induction was obtained in media supplemented with Dicamba, an average of 70.83 % of embryogenic
callus by variety, while in media with 2,4-D, 62.08 % of embryogenic callus was obtained by variety. An average of 89,00
% of plantlets was obtained from calli induced on media with Dicamba and an average of 66.12% of plantlets was obtai-
ned from calli induced on media supplemented with 2,4D. Using Dicamba it was possible to establish an efficient somatic
embryogenesis protocol for these sugarcane varieties.

Key words: in vitro culture, auxins, vitroplantlets, Sacharum spp, somatic embryos.
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Introduccién

La cafa de azdcar (Saccharum spp.) es una fuente nu-
tricional de carbohidratos (Cova et al., 2006). y uno
de los principales rubros agricolas en Venezuela, en
los estados Aragua, Barinas, Carabobo, Lara, Mona-
gas, Portuguesa, Sucre, Tachira, Trujillo, Yaracuy y Zu-
lia Este cultivo es usado principalmente como materia
prima en la produccién de aztcar y alcohol (Silva et
al., 2005). La cana de azucar es el cultivo con el mayor
volumen de produccion a nivel mundial, segin lo co-
rroboran los datos reportados hasta el ano 2012 por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricul-
turay la Alimentaciéon (FAO, segun sus siglas en inglés),
en comparacién con otros rubros de alta importancia
economica.

Las variedades mas cultivadas en el pais son V7139,
V7151, V6410, CC8325, B64129, B8084, PR692176,
PR1013, CP721210, CP722086, CP742005,
SP711408, SP701284, CL73239, MZC74275, MZC8-
25, C32368, C37167, RAGNAR, MY5514, segin
los datos del central azucarero El Palmar ubicado en
estado Aragua, ademas de las variedades C26670,
RB855546, V99245, V756, V781, V0050, CC8592,
CC8475 empleadas en esta investigacion.

El mejoramiento de este cultivo se ve limitado por la
longitud de tiempo requerido para liberar una nueva
variedad al comercio (10 a 14 anos); y se ha enfoca-
do en lograr la resistencia a plagas y enfermedades y
en aumentar los rendimientos de sacarosa y biomasa.
Con el fin de acelerar la mejora de este importante
rubro, las investigaciones sobre el cultivo in vitro de
la cafa de azdcar comenzaron en los afos sesenta, y
desde ese momento han sido establecidos diferentes
sistemas de regeneracion in vitro para muchas varieda-
des comerciales (Gnanapragasam y Vasil, 1990; Supra-
sanna et al., 2011).

Cuarenta anos de investigacion en el cultivo in vitro
de cana de azicar han generado muchos sistemas
bien desarrollados que se aplican rutinariamente a las
actividades de investigacion y comercio, a saber: (a)
micropropagacion de genotipos, (b) la produccion de
material libre de enfermedades a partir de meristemas
apicales; (c) intercambio internacional de germoplas-
ma, (d) la generacion de somaclones, (e) la deteccion
rapida de la resistencia a enfermedades y a las plagas,
y (f) la conservacion de germoplasma. Hay una amplia
gama de protocolos empleados y establecidos para la
manipulacion in vitro de la morfogénesis de la cana
de azuicar y las técnicas para la produccion masiva de
material libre de patégenos ya se han integrado en mu-
chos programas de propagaciéon de cafa de azicar
(Snyman et al., 2011; Raza et al., 2012).

En la embriogénesis somatica una tnica célula o un
pequefo nimero de células somaticas son los precur-
sores de la formacion de un embrién somatico (Sil-
veira et al., 2013). Las hormonas vegetales juegan un
papel critico en el establecimiento de la embriogénesis

somatica; durante este proceso las células vegetales
revierten su estado de diferenciacion adquiriendo plu-
ripotencialidad y determinando un nuevo programa de
desarrollo. Un aspecto critico, es el modo de accién
de las hormonas vegetales en el proceso; los estudios
sefalan que las hormonas vegetales participan en la re-
programacion de las células somaticas hacia el destino
embriogénico y demuestran una relacion entre las hor-
monas vegetales y las vias moleculares que controlan
el proceso: remodelacion de la cromatina, cambios en
el patron de expresion génica, reactivacion del ciclo
de division celular y regulacion y modificacion de la
sintesis proteica (Thomas y Jiménez, 2005).

Para inducir la embriogénesis somatica es necesario
que en el medio exista cierta concentracion de auxinas
y citoquininas. Las auxinas pueden inducir la forma-
cion de células embriogénicas y promover la division
celular repetitiva, mientras que las citoquininas son
necesarias para la induccién de la embriogénesis en
muchas especies de dicotiledéneas (Abdi y Hedayat,
2011). En general, las auxinas se definen como com-
puestos con actividad biolégica similar al acido indol
acético, incluyendo la habilidad de promover el alar-
gamiento celular en secciones de coleoptilos y tallos,
la division celular en cultivos de callos en presencia
de citoquininas, formacién de raices adventicias en
hojas y tallos separados, entre otras. Aunque son qui-
micamente diversas, una caracteristica comun de las
auxinas activas, es una distancia molecular de 0.5 nm
entre una carga positiva fraccional en el anillo aromati-
co y un grupo carboxilo negativamente cargado (Taiz
y Zeiger, 2010). La respuesta del explante a la adicion
exodgena de auxinas y citoquininas es variable y depen-
de de la especie de planta, estado de desarrollo del
explante (nivel endégeno de estas hormonas) y el tipo
y cantidad de auxina y/o citoquinina.

El proceso de embriogénesis somatica en diferentes
variedades de cafa de azucar ha sido estudiado con
el propdsito de mejorar la frecuencia en la formacién
de embriones somaticos de manera directa o a través
de una fase de callo (Gallo et al.,, 2000). Oropeza et
al. (2001), evaluaron el potencial de la auxina sintética
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), sobre la produc-
cion de callo embriogénico y no embriogénico de la
variedad PR62258 de cafa de azdcar y analizaron las
proteinas relacionadas con el potencial embriogéni-
co en callos y suspensiones celulares de este cultivo.
Posteriormente, Marcano et al. (2002) demostraron
que dos variedades venezolanas de cafa de azdcar
respondian mejor hacia la embriogénesis somatica
cuando los callos eran inducidos en medios suplemen-
tados con acido 3,6 dicloro-2-metoxibenzoico (Dicam-
ba); mientras que la mayoria de los autores reportan
que las gramineas responden mejor hacia la formacién
de callo embriogénico con 2,4D, ya que es la auxina
sintética mas empleada, debido a que afecta el creci-
miento de las plantas en forma similar y en los mismos
organos que compuestos auxinicos de origen natural.
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En este sentido, el objetivo de esta investigacion fue
analizar la efectividad del 2,4D y del Dicamba en la
induccion del proceso de embriogénesis somatica y la
regeneracion de vitroplantulas de distintas variedades
de cana de azdcar, tanto venezolanas como extranje-
ras a fin de evaluar si la respuesta se debe al genotipo
de la planta o a la accion de las auxinas consideradas
en la investigacion.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se emplearon plantas de cana de aztcar de las varieda-
des C26670 (Cuba), RB855546 (Brasil), V99245 (Ve-
nezuela), donadas por la estacion experimental INIA
(Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias)
ubicada en Yaritagua, Edo. Yaracuy, Venezuela; ade-
mas de las variedades V756, V781 y V0050 (Vene-
zuela), CC8592 y CC8475 (Colombia), donadas por
FUNDACANA (Fundacion Azucarera para el Desarrollo,
la Produccion y la Investigacion) ubicada en Chivacoa,
Edo. Yaracuy, Venezuela. Las caracteristicas agronémi-
cas mas resaltantes que permitieron seleccionar estas
variedades para nuestra investigacion son: desarrollo
fenologico adecuadao, germinacién, encepamiento y
tolerancia a enfermedades.

Cultivo in vivo de caiia de aziicar

Los tallos de cada variedad se seccionaron en esquejes
con una o dos yemas, que se incubaron en cdmara
hdmeda durante 24 horas y luego se sembraron de
forma individual en bolsas con suelo abonado, en con-
diciones de vivero con humedad relativa promedio
de 70%, temperatura promedio de 25 °C. Cuando las
plantulas alcanzaron un tamafo apropiado, entre los
25y 30 dias de crecimiento después del momento de
la siembra, se procedi6 a la escision de los explantes
para el establecimiento del cultivo in vitro de todas las
variedades.

Cultivo in vitro de la caiia de aziicar

a) Obtencion de callos embriogénicos

Se emplearon tallos jovenes de plantas de 25 a 30
dias de edad, provenientes del vivero, a las cuales se
les eliminaron las hojas externas y maduras hasta que-
dar una seccién de aproximadamente 5 cm de largo
a partir del dltimo nudo, envuelta con las hojas mas
jovenes. Este material se lavd con solucion jabonosa
al 20 %, y se sometio a desinfecciéon con hipoclorito
de sodio al 1T % durante 20 minutos (Marcano et al.,
2002). En camara de flujo laminar, se realizaron dos
lavados de 10 minutos cada uno con agua destilada
estéril, luego se retiré una ultima capa de hojas hasta
obtener un tallo de aproximadamente 1 cm de dia-
metro y se seccionaron los explantes a una distancia

del apice caulinar entre 2 cm hasta 5 cm en forma de
discos con 2 mm de grosor, para un total de 30 discos
por variedad que se sembraron a razén de 6 explantes
por frasco con medio de induccién , compuesto por:
sales Murashige y Skoog (1962) completas, inositol
100 mg. I, tiamina 1 mg.I" piridoxina 0,5 mg.I", acido
nicotinico 0,5 mg.I", glicina 2 mg.I", arginina 50 mg.I",
cisteina 50 mg.I", acido citrico 0,15 mg.l", sacarosa 30
g.I', agua de coco 50 mlI" y agar 8 g.I', suplementa-
do con acido 3,6 dicloro-2-metoxibenzoico (Dicamba)
6,63 mg.l' 6 acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) 3
mg.I", con ajuste a pH 5,7 con soluciones de NaOH
0,1 Ny HCI TN,y se cultivaron en una habitacion bajo
condiciones de completa oscuridad a 25°C durante 1
mes (Marcano et al., 2002).

b) Regeneracion de vitroplantulas

Para el desarrollo de plantulas, los callos embriogéni-
cos fueron subcultivados en medio de regeneracion,
cuya composicion es la siguiente: sales Murashige y
Skoog (1962) a la mitad, inositol 100 mg.I", tiamina 1
mg.l", sacarosa 60 g.I'", agua de coco 200 mlLI", agar 8
g.I'y ajustandose el pH a 5,7 con soluciones de NaOH
0,1 Ny HCI 1 N, y se incubaron bajo condiciones de
luz continua en una habitacion a 25 °C durante 2 me-
ses (Marcano et al., 2002). Se sembraron 5 frascos con
6 callos cada uno, para un total de 30 callos para cada
variedad.

c) Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de varianza multifactorial de la
interaccion entre las variedades de cana de azicar y
las hormonas aplicadas con el programa estadistico
Statgraphics Centurion 12®. con variables dependien-
tes (% de formacion de callo y % de formacion de vi-
troplantulas) e independientes (hormonas, variedades
y réplicas), a fin de evaluar si existen diferencias signi-
ficativas entre los porcentajes de formacion de callos
embriogénicos y entre los porcentajes de desarrollo
de vitroplantulas a partir de los embriones somaticos
obtenidos. Para identificar cudles de las variedades de
cana de azucar y cudl de los tratamientos hormona-
les muestran diferencias significativas, se procedié a
aplicar la comparacion de medias con el procedimien-
to de diferencia honestamente significativa (HSD) de
Tukey, con un 95 % de confianza.

Resultados y discusién

Cultivo in vitro de caiia de aziicar

El protocolo de desinfeccion resulté 100% eficiente,
dado que no se observé contaminacién en ninguna
de las fases de cultivo. Los procedimientos de cultivo
y propagacion in vitro se realizaron en una habitacion
con las condiciones de asepsia adecuadas, equipada
con una cabina de flujo laminar, incinerador, instru-
mentacion estéril y medios de cultivo debidamente
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esterilizados. Este logro es sumamente importante si
por ejemplo comparamos este resultado con los ob-
tenidos por Mittal et al. (2009), quienes reportan la
necesidad de usar cefotaxima 500 mg.I", un antibi6ti-
co perteneciente a la familia de las cefalosporinas de
tercera generacion, como un promotor de la embrio-
génesis somatica y la posterior regeneracion de brotes
en distintas variedades de cafa de azdcar de India y
para mantener la asepsia durante el proceso morfoge-
nético. Kour y Kapoor (2015) encontraron que este
antibidtico no promovia la embriogénesis somatica
en las variedades de cana de aztcar Cojg4, Co)83 vy
CoJ86. En esta investigacion, no hubo necesidad de
usar ningun tipo de antibiético, cuyo uso puede inter-
ferir con la morfogénesis de los embriones somaticos
ademas de la incidencia en los costos del estableci-
miento del cultivo.

a) Obtencion de callos embriogénicos

Distintos factores genéticos vy fisiologicos influyen en
la induccion de la embriogénesis somatica,, desenca-
denando la sustitucion del patron de expresion génica
existente en el tejido del explante, con una nueva ex-
presion de genes embriogénicos. Este proceso solo es
posible si las células son competentes y reciben los es-
timulos inductores apropiados. Entre los factores que
intervienen, las hormonas vegetales, especialmente las
auxinas, son componentes clave, ya que su aplicacion
exogena recapitula el potencial embriogénico de las
células somaticas mitéticamente inactivas. Varios es-
tudios han indicado que la senalizacion por auxinas,
asi como el estrés pueden ser eventos clave en la re-
programacion genética de células somaticas durante
la embriogénesis temprana, lo cual es necesario para
la indiferenciacion y para adquirir la condicion embrio-
génica (Silveira et al., 2013).

En la figura 1, se observan las diferentes etapas del
proceso de embriogénesis somatica en la variedad de
cana de azuicar V99245, en representacion de todas

las estudiadas en este trabajo. En la parte A de la fi-
gura, se observan los discos foliares inoculados en el
medio de induccién de callos. Una vez transcurridos
25 dias, se puede observar en la parte B de la figura,
la formacion de callo de aspecto compacto con una
coloracion blanquecina, caracteristicas tipicas del ca-
llo embriogénico de cafa de azicar (Oropeza et al.,
2001). Taylor et al., (1992) proveen una descripcion
precisa de los diferentes tipos de callo que se originan
a partir de segmentos de hojas jovenes de cana de
azucar: El Tipo |, aparece primero, luego de 5 dias de
cultivo en los extremos de corte y se caracteriza por
ser semi-traslicido y consistente de células grandes y
alargadas; el Tipo Il se desarrolla dentro del tejido del
Tipo | luego de 13 dias de cultivo y es suave, muci-
laginoso, amarillento y contiene células redondeadas,
vacuoladas altamente disociadas. El Tipo Ill aparece
después de los 13 a 21 dias en los extremos de los
explantes y alrededor del tejido vascular, consistiendo
de un callo compacto, duro, con nédulos globulares
superficiales, amarillento al principio pero después
se torna blanquecino y esta compuesto de células
pequenas, redondeadas y de citoplasma denso. El
Tipo IV es amarillo, friable, presenta aglomerados de
estructuras semi-organizadas y consiste de células pe-
quenas, redondeadas, de citoplasma denso. Los callos
del Tipo I 'y Tipo Il son no-morfogénicos mientras que
los callos Tipo lll y IV pueden regenerar plantas con
una alta frecuencia a través de la embriogénesis soma-
tica y con una baja frecuencia a través de la organo-
génesis, respectivamente. El callo Tipo Il es el referido
como callo embriogénico y la heterogeneidad se debe
a que el explante proviene de la seccion transversal
de varias hojas con diferentes grados de madurez.
Guiderdoni y Demarly (1988) describieron sélo dos
tipos de callo: el callo friable y el callo compacto, los
cuales aparentemente concuerdan con los Tipos | y
[l de Taylor et al., (1992). Resultados similares fueron
obtenidos por Oropeza et al., (2001) y por Marcano et
al., (2002); observando dnicamente los callos compac-

Figura 1. Induccién de la embriogénesis somdtica de la variedad de cafia de aziicar V99245 con Dicamba. A) Discos de hojas
envolventes al inicio de la induccién. B) Callo generado luego de 25 dias de cultivo en medio de induccién. C) Callos mostrando
agregados embriogénicos a los 32 dias de incubacién en medio de induccién (110X).
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to y friable, de acuerdo a lo descrito por Guiderdoni
y Demarly (1988). Silveira et al. (2013) estudiaron las
diferencias en la adquisicion de competencias y la pos-
terior maduracién del embrion somatico en callos em-
briogénicos y no embriogénicos de cana de aztcar de
la variedad SP791011; mediante analisis histolégico,
curvas de crecimiento, nimero de embriones somati-
cos y contenido de poliaminas. Los callos embriogéni-
cos fueron distinguibles de los no embriogénicos por
presentar tejidos con forma redondeada, aspecto seco
y compacto, de color blanquecino opaco con menor
oxidacion, ademas de la aparicion de puntos verdes
luego de varios dias; mientras que los callos no em-
briogénicos presentaban células alargadas, aspecto
suave y friable, mucilaginosos, de color pardo trasldci-
do por la oxidacion en presencia de luz.

En la figura 1C se observan los agregados de embrio-
nes formados a partir de los callos embriogénicos, a
los 32 dias después de la siembra, mostrando el color
blanquecino caracteristico. La poca cantidad de callo
no embriogénico obtenida presentaba aspecto suave
y friable, evidenciando oxidacién celular debido a la
coloracion marrén traslicida , mientras que los callos
embriogénicos mostraban un aspecto mas compacto,
una coloracién opaca y blanquecina, con numerosos
embriones somaticos en su periferia, que al transcurrir
cinco dias comenzaron a germinar observandose gran
cantidad de vastagos vy raices. El resto de las varieda-
des presenté el mismo tipo de crecimiento. Aunque
no se realizé un estudio histolégico para determinar
el origen embriogénico de las vitroplantulas, las con-
diciones de cultivo y la morfologia del callo obtenido,
fueron similares a las reportadas por Oropeza et al.,
(2001) y por Marcano et al., (2002) donde corrobo-
raron mediante el estudio anatémico lo observado a
nivel morfolégico en los callos embriogénicos. Asi,
dadas las caracteristicas morfoldgicas de los callos ob-
tenidos en este trabajo y la alta frecuencia de rege-
neracion de plantulas a partir de estos callos, es muy
probable que el principal proceso de regeneracion in
vitro que esta ocurriendo sea el embriogénico.

En la tabla 1 se observan los porcentajes de formacion
de callo embriogénico, para cada variedad, con ambos
tratamientos hormonales, los cuales evidencian dife-
rencias significativas entre 2,4D y Dicamba. En cuanto
a la respuesta por variedad, se observa una respuesta
particularmente baja para la variedad RB855546, con
ambos tratamientos, lo cual corrobora el hecho de que
toda respuesta embriogénica depende del genotipo.
En general, para la variedad V0050 la formacién de ca-
llo embriogénico es mayor con 2,4D; se observé una
respuesta muy similar entre las variedades CC8475,
V756 y V781, pero la respuesta oscila entre 40 y 90
%, todas con mayor respuesta con Dicamba; al igual
que entre las variedades CC8592 y V99245, estas dlti-
mas con la respuesta mas alta para formacion de callo
embriogénico con ambos tratamientos.

Tabla 1. Porcentajes de formacién de callos embriogénicos
de cada variedad de cafia de aztcar.

. _ % Formacion de callo
Variedad de cana de embriogénico
azucar
2,4D Dicamba
CC8475 40,00%¢ 83,33b¢
CC8592 86,67 86,67"f
C26670 50,00 66,67
RB855546 20,00%¢ 16,67
V756 66,67*¢ 83,33be
V781 73,33¢ 90,00
V0050 66,67 46,674
V99245 93,332 93,3301

Comparacién de medias con el procedimiento de diferencia significa-
tiva (HSD) de Tukey con un nivel de confianza de 95%. Las letras a y
b denotan diferencias altamente significativas entre los tratamientos
hormonales. Las letras c, d, e, f, representan diferencias altamente
significativas entre la respuesta de las variedades ante la formacién de
callo. Variedades con la misma letra no presentan diferencias signifi-
cativas entre ellas.

El inicio y el mantenimiento de callo embriogénico es
un paso importante para el desarrollo de embriones
somaticos y la regeneracion de plantulas (Silveira et al.,
2013). Tradicionalmente y en la actualidad, la embrio-
génesis somatica en muchas especies de gramineas,
es inducida con 2,4D. Ho y Vasil (1983), reportaron
por primera vez que en los extremos cortados de ex-
plantes de monocotiledéneas cultivados en medio
Murashige y Skoog (1962) suplementado con 2,4D, se
formaban callos (Guiderdoni y Demarli, 1988; Guider-
doni et al., 1995; Suprasanna et al., 2005; Lakshmanan
etal., 2005; Raza et al., 2012; Taparia et al., 2012; Kaur
y Kapoor, 2015). En nuestra investigacion, la induccion
del callo embriogénico y de embriones somaticos fue
ligeramente mayor en los explantes cultivados en me-
dios suplementados con Dicamba (70,83 % de callo
embriogénico por variedad), aunque la mayoria de las
variedades respondieron al 2,4D (62,08 % de callo em-
briogénico por variedad), el porcentaje de formacion
de callo embriogénico de cada variedad para cada tra-
tamiento se observa detalladamente en la tabla 1. Se
observé un rapido desarrollo de callo embriogénico
durante la fase de induccién, bajo las condiciones del
ensayo, en medios de cultivo suplementados con Di-
camba, compuesto que es empleado en condiciones
de campo como un herbicida selectivo, su modo de
accion es modificar el transporte del dcido indolacéti-
co, destruyendo el cambium y el parénquima a nivel
de los nudos o por encima de ellos; pero su estructura
quimica es la de una auxina artificial, la cual empleada
en cultivos in vitro de cana de azicar, permite laana-
plasia del tejido de discos de hojas envolventes.
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El uso de explantes de hojas jovenes en nuestra in-
vestigacion, ha sido validado en distintos protocolos
establecidos para la morfogénesis in vitro de la cafa de
azucar utilizando explantes de diferentes partes de la
planta, como por ejemplo meristemas, verticilos de ho-
jas internas, segmentos de inflorescencias, inflorescen-
cias inmaduras, segmentos de hojas jovenes, discos
de hojas inmaduras, entre otros; sin embargo, el mas
empleado es el disco de hojas envolventes inmaduras
cercanas al meristemo apical, inoculado en sentido ho-
rizontal, con sus extremos distales en contacto con el
medio, ya que con el uso de este tipo de explante, se
han obtenido los mejores resultados en la produccién
de embriones somaticos (Guiderdoni et al., 1995; Oro-
peza et al., 2001; Marcano et al., 2002; Suprasanna
et al., 2011; Joshi et al., 2013). Kaur y Sandhu (2015)
establecieron un sistema eficiente de produccién di-
recta de yemas adventicias, también a partir de discos
de hojas jovenes; demostrando el potencial de este
explante para la produccion masiva a nivel industrial,
de plantas de cana de azdcar.

Manchanda y Gosal (2012), estudiaron el efecto del
carbon activado, las fuentes de carbono y los agentes
gelificantes sobre la embriogénesis somatica de cana
de azdcar, y recomiendan ampliamente la adicién de
carbén activado al medio de cultivo, para disminuir el
ennegrecimiento de los tejidos por la exudacién de
compuestos fendlicos y asi incrementar el potencial
embriogénico de los tejidos. Ademas, recomiendan
suplementar el medio con maltosa, aunque el uso de
sacarosa sigue rindiendo buenos resultados. Finalmen-
te recomiendan gelificar los medios de cultivo con
agar ya que observaron que con su uso aumentaba
el porcentaje de formaciéon de embriones somaticos,
asi como la frecuencia de regeneracion de la cana
de azucar, en comparacion con el gelrite. En nuestras
manos, no se observé ennegrecimiento por lo que no
hizo falta el uso de carbén activado. La poca oxidacién

A Mediasy 95,0% de Tukey HSD
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observada fue controlada con la adicién de cisteina al
medio de cultivo.

Suprasanna et al. (2005), encontraron que la eficien-
cia de formacién de callo embriogénico fue mas alta
con la combinacion de 2,4D y zeatina en la variedad
C091010, mientras que para la variedad CoC671, esta
combinacion resulto eficiente anadiendo prolina al me-
dio de cultivo. Analizando la respuesta particularmen-
te baja de la variedad RB855546, obtenida en nuestra
investigacion, se podria recomendar suplementar el
medio MS (1962) usado para la induccién de callos
embriogénicos (que contiene los aminodcidos arginina
y cisteina), con prolina a fin de mejorar la respuesta de
esta variedad. Por otra parte, en nuestro trabajo no se
utilizaron citoquininas sintéticas en combinacién con
las auxinas probadas para la induccion del proceso de
embriogénesis somadtica; aparentemente, la cantidad
de zeatina que contiene el agua de coco, es suficiente
para inducir los procesos de division y alargamiento
celular, que en combinacién con las auxinas, propician
las citoquininas durante este proceso.

Marcano et al. (2002), optimizaron el proceso de em-
briogénesis somatica en variedades venezolanas de
cafa de azdcar, empleando las auxinas sintéticas 2,4D
y Dicamba, ambas sustancias empleadas en campo
como herbicidas, ya que afectan el transporte de au-
xinas naturales y el alargamiento celular. Demostraron
que después de 45 dias en el medio suplementado
con Dicamba, se observo el mayor porcentaje de callo
embriogénico para las variedades venezolanas ensaya-
das, V756 y V781.

Como mencionamos antes, numerosos autores han
reportado que la embriogénesis somatica en cana
de azdcar es inducida por la auxina 2,4D (Ho y Vasil,
1983; Brisibe et al., 1994; Falco et al., 1996; Oropezay
Garcia, 1996; Oropeza et al., 2001; Watt et al., 2009;
Snyman et al., 2011); sin embargo, en la mayoria de las
variedades analizadas en esta investigacion, el porcen-

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 2. Graficos de analisis de homogeneidad de varianza con 95 % de confianza, mediante comparacién de medias por dife-
rencia honestamente significativa (HSD) de Tukey, para la formacién de callos embriogénicos de cafa de azticar. A. tratamientos

hormonales; B. variedades de cafia de azdicar.
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taje de callo embriogénico obtenido es mayor cuando
se emplea Dicamba, este hecho puede adjudicarse a
la diferencia estructural de las moléculas de 2,4D y Di-
camba siendo esta dltima la que puede ser absorbida y
degradada por los tejidos vegetales mas rapido.

b) Regeneracion de vitroplantulas

La regeneracion eficiente de plantas a partir de un sis-
tema de cultivo in vitro, es una de las etapas mas im-
portante del proceso, que determina la eficiencia del
mismo. Ademas, es el prerrequisito esencial para un
protocolo completo de transformaciéon genética (Su-
prasanna et al., 2011; Manchanda y Gosal, 2012).

En la figura 3, se muestra el desarrollo de las plantulas
de cafa de aztcar de la variedad V99245, una vez que
los callos fueron transferidos a medio de regeneracion,
el cual no contiene hormonas vegetales. En la figura
A, se puede ver la formaciéon de véstagos a los 5 dias,
luego de haber sido transferidos a medio de regenera-
cién, donde se pudo cuantificar aproximadamente un
80% promedio de regeneracion de plantas a partir de
los callos obtenidos (tabla 2). En la figura B 3, se puede
ver el progreso del cultivo, mediante observacion de
la elongacién de los vastagos y la emergencia de las
primeras raices a los 15 dias de cultivo en medio de
regeneracion y luego el incremento en la cantidad de
vastagos y raices formadas a los 20 dias, lo cual se
puede apreciar en la figura C.

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos de
regeneracion de plantulas, con los callos embriogéni-
cos provenientes de los tratamientos hormonales con
2,4D y Dicamba, donde el Dicamba figura como la
hormona mas eficiente, ya que los callos generados
bajo este tratamiento, presentan un alto porcentaje
de regeneracion de plantulas completas. En cuanto
a las diferencias entre variedades, se pueden distin-
guir 3 grupos con diferencias altamente significativas;
el primer grupo esta compuesto sélo por la variedad
CC8475, la cual presenta una respuesta muy alta con
el tratamiento con Dicamba y muy baja con el trata-
miento con 2,4D; el segundo grupo, compuesto por
las variedades CC8592, C26670, RB855546, V781 vy
V0050, no presentan diferencias significativas entre
ellas, destacando que todas responden mejor a Dicam-
ba. El dltimo grupo, representado por las variedades
V756 y V99245, presentan igualmente una mejor res-
puesta a Dicamba, sin embargo la respuesta a 2,4D no
es despreciable.

La variedad RB855546, no presenté diferencias sig-
nificativas en cuanto a la formacion de callo, con los
tratamientos hormonales con 2,4D y Dicamba vy los
valores de respuesta ante estos tratamientos fue la mas
baja con respecto a las otras variedades. Sin embargo,
al transferir los callos embriogénicos de esta variedad
al medio de regeneracion de plantas, la respuesta en
cuanto a formacion de plantulas completas, fue signifi-
cativamente alta con Dicamba. Esta variedad de cana

de azicar originaria de Brasil debe ser estudiada con
mas detalle para poder establecer un sistema eficiente
de embriogénesis somatica.

Tabla 2. Porcentajes de regeneracién de plantulas completas
de cada variedad de cafia de aztcar.

% Regeneracion de

Variedad de cana pléntulas
de azicar

2,4D Dicamba
CC8475 33,33%¢ 76,00°¢
CC8592 72,67%4 84,674
C26670 86,67 80,00
RB855546 30,00 100,00°4
V756 85,00 100,00P¢
V781 69,00 88,0074
V0050 75,00% 86,67>4
V99245 77,33%¢ 96,67"¢

Comparacién de medias con el procedimiento de diferencia honesta-
mente significativa (HSD) de Tukey con un nivel de confianza de 95%.
Las letras a y b denotan diferencias altamente significativas entre los
tratamientos hormonales. Las letras c, d, e, representan diferencias
altamente significativas entre la respuesta de las variedades ante la
regeneracion de plantulas completas. No existen diferencias significa-

tivas entre las variedades que presentan la misma letra.

La respuesta diferencial de cada variedad, por cada tra-
tamiento hormonal, para la regeneracién de plantulas
completas de cana de azicar, se puede evidenciar en
la figura 4. donde observa claramente el mayor por-
centaje de regeneracion de plantulas a partir de los
callos inducidos con Dicamba y la agrupaciéon de las
variedades antes descrita.

Un analisis en conjunto de la fase de induccion del
proceso de formacion de callo y la fase de desarrollo
de los embriones somdticos y regeneracién de vitro-
plantulas, podemos concluir que el tratamiento con
Dicamba es 90 % mas eficiente. Se pueden observar
diferencias altamente significativas entre los tratamien-
tos hormonales; sin embargo, también se puede ob-
servar que de acuerdo a su genotipo, cada variedad
presenta una respuesta particular, a pesar que en gene-
ral, con Dicamba se obtienen los mejores resultados.
Marcano et al. (2002), demostraron la alta capacidad
de regeneracion de los callos obtenidos en medio de
induccién con Dicamba, al transferirlos a medio de re-
generacion (sin hormonas), donde a los 4 dias ya se
observaban los primeros vastagos y al transcurrir 45
dias regeneraron plantas completas de cafa de azdcar
de las variedades V756 y V781. En nuestra investiga-
cion, obtuvimos resultados similares, observando los
primeros vastagos a los 5 dias y la regeneracién de
plantas completas a los 45 dias.
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Figura 3. Formacién de plantas de cafia de azticar, variedad V99245 en medio de regeneracién. A) Formacién de vdstagos a los 5
dias de cultivo. B) Elongacién de vastagos y formacién de raices a los 15 dias de cultivo. C) Elongacién de vastagos y raices a los
20 dias de cultivo en medio de regeneracién.
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Figura 4. Grafico de andlisis de homogeneidad de varianza con 95 % de confianza, mediante comparacién de medias por diferen-
cia honestamente significativa (HSD) de Tukey, para la regeneracién de pldntulas completas de cafia de azicar. A. tratamientos

hormonales; B. variedades de cafia de azucar.

De acuerdo con nuestros resultados, el tratamiento
“Dicamba” fue mas efectivo que 2,4D para inducir los
callos embriogénicos y la regeneracion de plantulas
en seis de las ocho variedades estudiadas. Resultados
similares fueron obtenidos por Filippov et al. (2006)
con diferentes cultivares de trigo, donde la exposicion
con Dicamba resulté en un desarrollo mas rapido de
los embriones somaticos a partir de callo, en compa-
racion con el 2,4D o el picloram. Algunos autores han
reportado este efecto del Dicamba en gramineas, y en
especifico en cereales y explican que este regulador
de crecimiento sintético tiene un metabolismo rapi-
do en los tejidos mientras que el 2,4D; es una auxina
muy estable que muestra una fuerte resistencia a la
degradacion y conjugacién enzimatica en las células
vegetales. Las auxinas exdgenas son necesarias para
inducir divisiones mitéticas y alargamiento celular du-
rante la fase de induccién de callo, pero se deben eli-
minar del medio de cultivo, una vez que han ocurrido

dichas divisiones celulares, para que proceda la mor-
fogénesis embriogénica, es entonces cuando Dicamba
presumiblemente se degrada mas rapido en el tejido
del callo que el 2,4D, por lo que la germinacion de
los embriones somaticos ocurre mas temprano y de
manera mas eficiente, en los medios suplementados
con Dicamba (Filippov et al., 2006). Se ha observado
una fuerte influencia del genotipo entre muchos tipos
de explantes y muchas especies. Estas diferencias han
sido asociadas con las variaciones en susceptibilidad
a la programacion y reprogramacion genética de las
células embriogénicamente competentes, entre los di-
ferentes genotipos (Filippov et al., 2006). Igualmente
Kaur y Kapoor (2015) demostraron la influencia del
genotipo para la formacion de embriones somaticos
en las variedades de cana de azicar CoJ64, Co)83 vy
CoJ8e.

Finalmente, los resultados de esta investigacion permi-
ten recomendar el uso de Dicamba para la induccién

92

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 85-94



del proceso de embriogénesis somatica en diferentes
variedades de cafa de azicar, y la regeneracion de
vitroplantulas en medios de cultivo sin reguladores de
crecimiento. El protocolo establecido garantiza la dis-
ponibilidad de material suficiente y lo mas importante,
libre de patégenos, bajo condiciones ambientales to-
talmente controladas, para conservar el germoplasma
de variedades de cafa de azdcar de diferentes orige-
nes geograficos y para aplicar técnicas de avanzada
para el mejoramiento de este importante cultivo.

Conclusiones

El analisis estadistico demostré que existen diferencias
altamente significativas entre los tratamientos hormo-
nales, siendo Dicamba, el regulador de crecimiento
mas eficiente para la induccién de la embriogénesis
somatica en cafna de azdicar.

La respuesta de las variedades de cana de azlcar a
los tratamientos hormonales, es genotipo dependien-
te. Las variedades V99245, CC8592, V781 y V756,
presentaron la mejor respuesta ante el proceso de
induccion de embriogénesis somatica con Dicamba.
Las variedades V756, C26670, V99245 y V0050, al-
canzaron los mayores porcentajes de regeneracion de
vitroplantulas.

Con esta investigacion se estableciéo un sistema efi-
ciente de embriogénesis somatica en variedades de
cafa de azdcar provenientes de programas de mejora-
miento de diferentes paises.

Perspectivas sobre investigaciones futuras

Validar el uso de Dicamba como la auxina sintética de
mayor eficiencia al establecer la embriogénesis soma-
tica en todas las variedades venezolanas de cana de
azucar.

Incluir todas las variedades venezolanas de cana de
azlcar en un banco de germoplasma a fin de crear
un programa de certificacion de semillas nacional, sa-
cando el maximo provecho del sistema de cultivo in
vitro.
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Resumen

El aislamiento Pseudomonas fluorescens PsO06 demostré alto potencial para ser usado como principio activo de un bioin-
sumo, por su capacidad para producir biosurfactantes, actividad solubilizadora de fésforo y antagonista ante diferentes
fitopatdgenos. Por tal razon, el presente trabajo tuvo como objetivos desarrollar y caracterizar un prototipo de formulacion
a base de P. fluorescens Ps006, estable bajo condiciones de almacenamiento. Inicialmente se caracterizé el principio activo
y se seleccionaron los auxiliares de formulacién compatibles con el mismo, evaluandose la estabilidad de su mezcla con
tres soportes sélidos, a dos humedades diferentes (10% y 20%) durante tres meses de almacenamiento a temperaturas de
8, 18 'y 28 £ 2 °C. El principio activo demostré actividad antagonista in vitro sobre cuatro fitopatdgenos y la temperatura y
la humedad afectaron su estabilidad durante el almacenamiento. A los prototipos de formulacién mas estables en cuanto a
viabilidad y actividad biocontroladora se les evalu6 su estabilidad en presencia y ausencia de oxigeno y de protectores de
membrana. Se seleccioné el soporte S1 al 20% de humedad mezclado con el principio activo sin adicién de protectores
de membrana y almacenado en presencia de oxigeno, por ser el tratamiento mas estable durante seis meses de alamace-
namiento a tres temperaturas, con pérdidas de viabilidad inferiores al 5%.

Palabras clave: control biolégico, formulacion, Pseudomonas spp, vida dtil.

Abstract

The isolation Pseudomonas fluorescens PSO06 demonstrated high potential to be used as an active ingredient of a biopro-
dut, because its capacity to produce biosurfactants, its phosphorus solubilizing activity and its antagonistic activity over
different phytopathogens. For this reason, the present work had as objectives to develop and characterize a formulation
prototype based on P. fluorescens PS006, stable under storage conditions. Initially the active ingredient was characterize
and compatible formulation auxiliaries, were selected evaluating the stability of its mixture with three solid diluents at two
different moistures (10% and 20 %) during three months of storage at temperatures of 8, 18 and 28 = 2 °C. The active
ingredient showed in vitro biocontrol activity over four phytopathogens and temperature and humidity affected its stability
during storage. Stability of the most stable formulation prototypes in terms of viability and biocontrol activity was evaluated
in presence and absence of oxygen and membrane protectors. Support ST with 20% of moisture mixed with the active
ingredient without addition of membrane protectors and stored in presence of oxygen, was selected as the most stable
treatment during six months of storage at three temperatures, with viability losses lower than 5%.

Key words: biological control agent, biocontrol, formulation, Pseudomonas spp, shelf-life.
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Introduccién

Pseudomonas fluorescens es una bacteria con alto
potencial para el control biolégico de diversos mi-
croorganismos fitopatogenos, debido a sus mudltiples
mecanismos de accién, tales como la induccion de
resistencia sistémica, la produccion de sideréforos, la
competencia por espacio y nutrientes y la produccién
de diversos metabolitos entre los que se destacan la
pioluteorina, el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), la pi-
rrolnitrina, el 4cido cianhidrico y otras metaloenzimas,
(Loper & Gross, 2007; Anjaiah, 2006; Manikandan
et al, 2010; Siddiqui, & Shaukat, 2003). Algunas de
las enfermedades sobre las cuales P. fluorescens ejer-
ce control son el anublo de la vaina del arroz (Oryza
sativa L.) causada por Rhizoctonia solani (Commare
et al, 2002; Rabrindran & Vidhyasekaran, 1996), el
marchitamiento del tomate (Solanum lycopersicum L.)
causado por Fusarium oxysporum (Manikandan et al,,
2010; Valencia et al,, 2005), la mancha bacteriana en
tomate causada por Xanthomonas campestris pv. Vesi-
catoria (Kamal et al., 2008), la podredumbre de la fruta
y el moho del chile causados por Colletotrichum cap-
sici y Leveillula taurica respectivamente (Anand et al.,
2010) y la marchitez causada por el hongo del suelo
Verticillium dahliae, enfermedad responsable de gran-
des pérdidas econémicas en cultivos como el algodén
(Gossypium sp. L) (Erdogan, & Benlioglu, 2010).

P. fluorescens como otros microorganismos es suscep-
tible a diferentes condiciones ambientales, en particu-
lar la temperatura y el pH (O’Callaghan et al., 2006).
Por tales razones para su implementacion eficiente
como herramienta de control biologico, es necesario
desarrollar productos cuya formulacién asegure su efi-
cacia y estabilidad en almacenamiento (Burges, 1998).

A nivel mundial existen mdltiples productos con P.
fluorescens como principio activo, los cuales estan
formulados para el control biolégico de diferentes
fitopatogenos (Hernandez-Rodriguez et al, 2008;
Herndndez-Rodriguez et al, 2014). Entre estos pro-
ductos se encuentran BioCure-B® recomendado para
el control de Mycosphaerella grasicola, Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Scle-
rotium rolfsii, y Sclerotinia homoeocarpa (T-Stanes &
Company Limited, s.f) y BlightBanA506® formulado
como polvo mojable efectivo para el control de Erwi-
nia amylovora en cultivos de papa (Solanum tubero-
sum L.) y tomate (Copping, 2009), entre otros tantos
productos.

La cepa autdctona P. fluorescens Ps006 tiene la capa-
cidad de producir biosurfactantes, actividad solubili-
zadora de fésforo, actividad zoosporicida y potencial
para el control biolégico de patégenos al evidenciarse
una reduccion en el indice de severidad (IS) de O.
virulentus (IS de 0,6) en plantas de lechuga (Lactuca
sativa L.) en comparacion con el testigo patégeno (IS
de 4,7). Ademas, esta bacteria aplicada a una concen-
tracion de 1x107 células.mL?' favorecié e incrementé

significativamente la longitud y ancho de las hojas,
la biomasa seca de la parte aérea, al igual que el de-
sarrollo en longitud y la biomasa seca de la raiz de
plantas de fique, demostrando un efecto promotor del
crecimiento vegetal (Smith et al,, 2013). Teniendo en
cuenta dichas caracteristicas, este trabajo tuvo como
objetivos desarrollar un prototipo de formulacion pol-
vo mojable (WP) usando P. fluorescens PsO06 como
ingrediente activo y seleccionar la atmésfera de em-
paque mas favorable para mantener la viabilidad del
microorganismo.

Materiales y métodos

Microorganismo y conservacion

Se utiliz6 el aislamiento de P. fluorescens Ps006, obte-
nido a partir de la rizosfera de fique Furcraea andina
(Trelease 1808) en el municipio de Totor6 (2° 38’ Ny
2°15" W, a 2,750 m.s.n.m, y 14 °C), en el departamen-
to del Cauca, Colombia (Sastoque, 2010). El microor-
ganismo fue conservado en solucion salina (0,85% de
NaCl) con glicerol al 10% y peptona al 0,10%, a -70
+2°C.

Produccién y caracterizacién del principio activo
de P. fluorescens Ps006

P. fluorescens Ps006 se sembré en medio agar Luria
Bertani - LB (Oxoid CM1021) y se incubé por 48 ho-
ras a 28 £ 2 °C. A partir de este cultivo se preparé una
suspension celular en Tween 80 al 0,5% vy se inoculd
en un erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio
LB. La concentracion de la suspension se estimé le-
yendo la absorbancia a una longitud de onda de 300
nm vy dicho valor se extrapol6 en una curva patrén
estandarizada previamente. La fermentacion se realizé
utilizando una agitacién constante de 175 rpm a 28 £
2 °C por 48 horas.

Se realizaron 3 lotes de fermentacién que se caracte-
rizaron determinando la concentracion celular en uni-
dades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), el
pH vy la actividad biolégica in vitro, por triplicado para
cada lote.

La concentracion bacteriana se determiné mediante
recuento en placa, sembrando tres diluciones decima-
les del caldo de fermentacion por triplicado, en cajas
Petri con medio LB e incubando durante 24 horas a 28
+ 2 °C, momento en el cual se realizé el recuento de
UFC/ mL. Una vez se verific6 la normalidad (Shapiro
Wilk 95%) y la homogeneidad de varianza (Prueba de
Barlett 95%) de los datos, se realizé un andlisis de va-
rianza ANOVA y una comparacién de medias de Tukey
con un nivel de confianza del 95%. Se empleé el pro-
grama estadistico Statistix 8.0.

El pH de los tres lotes de fermentacion se midié con un
potenciometro marca Hanna® Instruments previamen-
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te calibrado. Se determiné la desviacion estandar vy el
coeficiente de variacion de los datos.

La actividad biolégica in vitro se estimé como la inhi-
bicion del crecimiento de cuatro reconocidos fitopato-
genos (Raut et al,, 2012) mediante la técnica de cultivo
dual (Shi et al., 2014). Para ello se utilizaron las cepas
F. oxysporum MAP5 aislado de uchuva (Physalis peru-
viana L.), R. solani Rh200 aislada de papa (Solanum tu-
berosum), B. cinerea BcO08 aislada de mora (Rubus sp.
L.), y Sclerotinia sclerotiorum Sc021 aislada de papa
(Solanum tuberosum). Para esta determinacion se sem-
braron en superficie en medio agar PDA muestras de
100 uL de los tres lotes de fermentacion y se colocé
sobre el punto central del medio inoculado un disco
de 5 mm de didmetro de medio de cultivo crecido
con los hongos fitopatégenos de 8 dias de edad. Se
utilizaron tres unidades experimentales (cajas de Petri)
para cada tratamiento. El tratamiento control consis-
ti6 en medio agar PDA sin inéculo bacteriano, pero
inoculado con los hongos fitopatégenos de la forma
descrita previamente. Las cajas de Petri se incubaron 8
dias a 25 £ 2 °C y transcurrido dicho tiempo, el valor
de crecimiento diametral medio de cada colonia fue
determinado calculando la longitud promedio de 4 Ii-
neas rectas que trazadas de un extremo a otro de la
colonia, pasan por su centro y la dividen en octantes
(Pradeep et al.,, 2013).

Seleccién de soportes sélidos compatibles

Se evaluaron tres soportes soélidos en polvo denomi-
nados S1 (arcilla), S2 (silicato) y S3 (estearato), cada
uno a dos condiciones de humedad diferentes (10%
y 20%) e inoculados con el principio activo a una
concentracion de 1x10° UFC/mL. La humedad de los
soportes al 10% fue aportada por el principio activo
mezclado, mientras que para ajustar el 20% y mante-
ner la misma concentracion celular se adicion6 una
solucion tampén pH 7,5. Posteriormente se dispen-
saron muestras de 1 g de soporte inoculado con el
principio activo en viales de vidrio previamente este-
rilizados, los cuales se sellaron con tapones de cau-
cho y agrafes metalicos y se almacenaron a diferentes
temperaturas (8 £ 2 °C, 18 £ 2 °Cy 28 £ 2 °C). Antes
de iniciar el almacenamiento y pasados uno, dos y tres
meses, se evalud la viabilidad de P. fluorescens PsO06
por el método de recuento en placa descrito previa-
mente (resultados expresados en UFC/g). La muestra
contenida en cada vial se mezclé con 9 mL de Tween
80 al 0,5 % vy se agitdé para su posterior siembra en
medio de cultivo LB. Se siguié un diseno completa-
mente al azar con medidas repetidas en el tiempo. En
cada tiempo de medicién se evaluaron dos muestras
de cada tratamiento por triplicado. Se seleccionaron
los tratamientos en los cuales se obtuvo una mayor
viabilidad y estabilidad del principio activo en los tres
meses de almacenamiento.

Evaluacién de coadyuvantes y atmésfera
de empaque

Una vez seleccionados los soportes compatibles con
el principio activo, se evalué el efecto de la presencia
o ausencia de aire dentro del empaque y el efecto
de la leche descremada y el glicerol (coadyuvantes),
utilizados cominmente como estabilizadores de la
viabilidad de los microorganismos durante su con-
servacion (Burges, 1998). Los soportes selecciona-
dos se mezclaron con los coadyuvantes al 5% vy se
inocularon con el cultivo bacteriano ajustandolo a la
humedad seleccionada. Los soportes inoculados sin
adicién de coadyuvantes se utilizaron como control.
Las muestras se almacenaron bajo condiciones atmos-
féricas diferentes: al vacio y con presencia de oxigeno
y a temperaturas de 8 £ 2 °C, 18 £ 2 °Cy 28 £ 2 °C.
El efecto de estas condiciones climaticas fue evaluado
durante seis meses. Para los tratamientos almacena-
dos con oxigeno se dispensaron muestras de 1g del
soporte inoculado con el principio activo en viales de
vidrio previamente esterilizados, los cuales se sellaron
con tapones de caucho y agrafes metalicos. Para el
almacenamiento al vacio se depositaron muestras de
1g del soporte inoculado con el principio activo en
bolsas PET (Tereftalato de Polietileno) y se sellaron al
vacio con una Selladora Van der stahl®. La viabilidad
de la bacteria se determiné mediante recuento en pla-
ca sembrando en superficie tres diluciones decimales
por triplicado en cajas de Petri con medio agar LB.

Se siguié un diseno completamente al azar con medi-
das repetidas en el tiempo, y en cada tiempo de eva-
luacién se determiné la viabilidad de dos muestras de
cada tratamiento por triplicado.

Andlisis estadisticos

Se determiné la normalidad y homogenidad de va-
rianza mediante las pruebas de Shapiro Wilks (95%)
y Bartlett (95%), respectivamente. Una vez demostra-
dos estos principios, se aplicé a un andlisis de varianza
ANOVA y una prueba de comparacién de medias de
Tukey (95%). Se utilizé el programa Statistix version
8.1 (Analitycal Software, Florida, USA).

Resultados y discusién

Produccién y caracterizacién del principio activo
P. fluorescens Ps006

Para los tres lotes de principio activo se obtuvo un
pH promedio de 8,63, con un coeficiente de varia-
cion de 0,2%. Las concentraciones celulares para cada
uno de los lotes evaluados fueron 6.73x10°, 8.07x10°
y 8.93x10° UFC/mL. El coeficiente de variacion de los
resultados de evaluacion fue del 0.6%, y no se eviden-
ciaron diferencias significativas entre los resultados de
los lotes (F=2,06; gl=2; p=0,2081), lo que indica baja
variabilidad y alta repetibilidad en la produccién del
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principio activo (Villamizar et al., 2005). En cuanto al
pH, éste oscilé entre 8,60 y 8,65 encontrandose que
no hay diferencias significativas entre los resultados de
los lotes evaluados (F=3,74; gl=2; p=0,0882).

Basado en los resultados obtenidos para cada parame-
tro, en este estudio se propusieron rangos o limites de
aceptacion para las caracteristicas del principio activo
a base de Ps006, los cuales serdn utilizados como refe-
rencia para su control de calidad (tabla 1).

Tabla 1. Limites de aceptacion establecidos para las
caracteristicas del principio activo.

Val i |
Caracteristicas ator experlr.nenta Limites
promedio
Concentracion Y 0
>
(UFC/mL) 7,9 X10 1,0 X10
pH 8,63 8-9

En la figura 1 se observa el efecto in vitro del principio
activo sobre los cuatro patégenos evaluados, con inhi-
biciones del crecimiento diametral de R. solani Rh200,
B. cinerea Bc0O08, S. sclerotiorum Sc021 y F. oxysporum
MAPS5 de entre el 93,64% y 36,80%. La actividad an-
tagonica de P. fluorescens ante patégenos que afectan
a cultivos de importancia econémica ha sido demos-
trada por varios autores. Por ejemplo, para F. oxyspo-
rum se obtuvo un control del 81,21% en condiciones
de campo (Manikandan et al., 2010), para R. solani se
observaron disminuciones de la intensidad de la enfer-
medad del 42% (Rabrindran & Vidhyasekaran, 1996) y
del 47,89% (Commare et al,, 2002) en condiciones de
invernadero. Asimismo, se obtuvo una disminucion del
crecimiento in vitro del 67,7% para Botrytis sp. (Mikani
et al., 2008) y una reduccion de la incidencia de la
enfermedad del 26,3% para S. sclerotiorum en condi-
ciones de campo (Fernando et al, 2007). Estos resul-
tados confirman el potencial que tiene P. fluorescens
como agente de control biolégico y demuestran las
potencialidades de uso de su principio activo como
bioplaguicidas para el control de plagas que afectan
a cultivos de importancia econémica. Sin embargo,
investigaciones a escala de macetas y campo son ne-
cesarias para demostrar esta hipotesis.

El patégeno mas resistente a la actividad antagoénica
de P. fluorescens Ps006 fue F. oxysporum MAPS5 con
una inhibicion del crecimiento diametral de tan solo
el 36,80%, valor significativamente menor (F=14,9;
gl=3; p=0,0000) a los obtenidos con los otros paté-
genos evaluados, que presentaron porcentajes de in-
hibicién superiores al 87%. Esto podria deberse a una
mavyor resistencia en la pared celular del micelio de F.
oxysporum, microorganismo que posee polimeros de
hetero-glucuranos que no se encuentran en los demas
patégenos evaluados y que han sido relacionados con

la resistencia y el mantenimiento de la integridad celu-
lar (Nuero, 1995). Ademas es posible que el aislamien-
to de F. oxysporum MAP5 posea la capacidad para
inhibir la biosintesis del 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-
DAPG), un antibiético de amplio espectro reconocido
como uno de los principales mecanismos de accion
en un amplio rango de aislamientos de P. fluorescens
(Showkat et al., 2012). Este comportamiento fue de-
mostrado por Schouten et al. (2004), quienes evalua-
ron la sensibilidad de 41 aislamientos de F. oxysporum
frente a dicho antibidtico y encontraron un 17% de
aislamientos resistentes, lo que atribuyeron a la capa-
cidad de este patégeno de producir acido fusarico, un
potente inhibidor de la biosintesis del 2,4-DAPG.

El modo de accién de P. fluorescens como antagonista
de fitopatdgenos se ha relacionado con la competen-
cia por espacio y nutrientes. Este fenémeno fue obser-
vado por Commare et al. (2002) que determinaron la
actividad antagonica de formulaciones de P. fluores-
cens en talco, evidenciandose un control de R. solani
del 47,89% en condiciones de invernadero, resultados
atribuidos a la competencia por espacio. En el estudio
realizado por Valencia et al. (2005), se concluyé que la
actividad de P. fluorescens ZUMB80 sobre F. oxysporum
se debio a la competencia por nutrientes, privando al
hongo del hierro disponible en el medio mediante la
produccion de sideréforos, capacidad antagénica que
se vio favorecida cuando la bacteria tuvo un tiempo
de pre-exposicion en el medio (Valencia et al.,, 2005).
Ademads de estos mecanismos de competencia, en
estudios realizados por Khanam, Ueno, Kihara, Hon-
da, & Arase (2005) se encontré que el acido salicilico
que produce P. fluorescens inhibe la formacién de es-
tructuras de infeccion, tales como el tubo germinal y
los apresorios en B. cinerea, lo que sugiere que esta
bacteria también tiene la capacidad de producir otros
metabolitos con actividad antagdnica efectiva.
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Figura 1. Actividad antagdnica in vitro del principio activo a
base de P. fluorecens Ps006, determinada como la inhibicién
del crecimiento diametral de cuatro hongos fitopatégenos.
Tratamientos con letras comunes no presentan diferencias
significativas seguin prueba de Tukey (95%).
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Seleccién de soportes sélidos compatibles

En la figura 2 se presenta la pérdida total de viabilidad
del principio activo después de tres meses de almace-
namiento a las tres temperaturas evaluadas. Se obser-
vo para el soporte ST al 10% de humedad (S1-10%),
porcentajes de pérdida entre el 14% vy el 31,9% y para
S1 al 20% de humedad (S1-20%) entre el 9,6% vy el
33,2%. Para el soporte S2 al 10% de humedad (S2-
10%) a las tres temperaturas se obtuvo una pérdida
de viabilidad del 67,7% y para S2 al 20% de humedad
(S2-20%), la reduccion de la viabilidad oscil6 entre el
2,3% vy el 9,4%. Finalmente, para el soporte S3 al 10%
de humedad (S3-10%) en las tres temperaturas se ob-
tuvo una pérdida del 78,1% y para dicho soporte al
20% de humedad la pérdida de viabilidad oscilé entre
el 25,7% vy el 69,6%.

Se evidenci6é que las humedades del 10% y del 20%
a las cuales se ajustaron los sistemas para su almace-
namiento, tuvieron un efecto en la estabilidad de la
viabilidad de la bacteria Ps006, siendo la pérdida de
viabilidad con los soportes S2 y S3 al 10%, significa-
tivamente mayor que para los sistemas con el 20%
de humedad (F=402; gl=17; p=0,0000) (Fig. 2). Esto
puede deberse a que los tratamientos con el 20% de
humedad requirieron la adicién de un volumen de so-
lucién tampén pH 7,5 para el ajuste de la humedad,
el cual posiblemente ejercié un control en el estado
ionico de la formulacién, haciéndola menos suscepti-
ble a cambios bruscos de pH que pueden afectar la es-
tabilidad e integridad de la membrana citoplasmatica,
causar la denaturalizacién de enzimas y alterar las inte-
racciones i6nicas que les permiten reconocer y unirse
al sustrato (Calvo et al., 2004; Nelson & Cox, 2005).
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Figura 2. Pérdida total de viabilidad del principio activo de
P. fluorescens PsO06 mezclado con los soportes sélidos, des-
pués de tres meses de almacenamiento a tres temperaturas.
S$1-10%: Soporte 1 al 10% de humedad, S1-20%: Soporte 1
al 20% de humedad, S2-10%: Soporte 2 al 10% de humedad,
S2-20%: Soporte 2 al 20% de humedad, S3-10%: Soporte 3
al 10% de humedad, S3-20%: Soporte 3 al 20% de humedad.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas segiin prueba de Tukey (95%).

Las mayores pérdidas de viabilidad obtenidas con los
soportes S2 y S3 cuando la humedad se ajusté al 10%,
podrian deberse a que con dicha humedad la concen-
tracion de solutos en el sistema es mayor en relacion
con el tratamiento al 20% de humedad. Esta atmésfe-
ra hiperténica en el medio al 10% de humedad pudo
ocasionar fendmenos de plasmdlisis obligando a la
célula a perder agua, lo que aumenta la viscosidad
del ambiente intracelular disminuyendo su volumen,
llevando a una retracciéon de la membrana citoplasma-
tica y posteriormente a la muerte celular (Rodriguez et
al,, 2005; Tortora et al., 2007).

Con el soporte S1 a las dos humedades y con los so-
portes S2 y S3 al 20% de humedad se observé que la
pérdida de la viabilidad aumenté a medida que aumen-
t6 la temperatura de almacenamiento, efecto negativo
que ha sido evidenciado por diferentes autores para
diversos microorganismos (Chen et al.,, 2008; Costa et
al., 2008; Guijarro et al., 2007; Santos et al., 2012). Este
efecto podria deberse a que a mayor temperatura el
metabolismo celular se mantiene activo, lo que causa
que se almacenen metabolitos téxicos que reducen
drasticamente la viabilidad (Santos et al., 2012; Costa
et al, 2002). Por ejemplo Kinay & Yildiz, (2008), eva-
luaron formulaciones de Pichia guilliermondii y obser-
varon que las almacenadas a 4 °C fueron mds estables
que las almacenadas a 24 °C. Resultados similares a
los del presente estudio fueron obtenidos por Santos
et al. (2012) que evaluaron la estabilidad de la germi-
nacion de los conidios de los aislamientos colombia-
nos Trichoderma koningiopsis ThO03 y Trichoderma
asperellum Th034 formulados como polvos secos para
espolvoreo y granulados dispersables almacenados a
temperaturas de 8, 18 y 28 °C. Dichos autores obtu-
vieron mayores vidas utiles cuando el almacenamiento
fue a 8 y 18°C, concluyendo que las temperaturas mas
bajas redujeron la actividad metabdlica de los coni-
dios, evitando la produccion de metabolitos téxicos
y el agotamiento de nutrientes, aspectos relacionados
con la fisiologia microbiana.

El principio activo mezclado con los soportes S1 'y S2
al 20% de humedad se seleccionaron como los siste-
mas de entrega base para el desarrollo de un biopla-
guicida, ya que fueron los sistemas mas compatibles
con el principio activo de P. fluorescens Ps006, mante-
niendo estable su viabilidad y actividad biocontrolado-
ra durante tres meses de almacenamiento a 8% 2 °C,
18£2°Cy 28+ 2°C.

Evaluacién de coadyuvantes y atmésfera
de empaque

Una vez seleccionados los soportes mas compatibles
con el principio activo se procedié a evaluar el efecto
de la presencia y ausencia de oxigeno en el empaque
y de dos coadyuvantes protectores de la membrana
celular (leche descremada y glicerol), sobre la viabili-
dad de P. fluorescens Ps0O06 bajo condiciones de al-
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macenamiento. Los resultados de dichos ensayos se
presentan en la figura 3.

Teniendo en cuenta la concentracion de la suspension
celular utilizada como principio activo (1x10° UFC/mL)
y la proporcion de mezcla con los soportes, la concen-
tracion tedrica de la mezcla se estimé en 1,3x10% UFC/
mL. Los datos experimentales mostraron que la viabi-
lidad inicial del principio activo con el soporte S1 al
20% de humedad fue de 4,67x10” UFC/g y cuando fue
mezclado con los protectores de membrana fue de
1,45x10° UFC/g. Esta disminucion en la concentracion
celular cuando no se utilizé protector de membrana
posiblemente se relaciona con un efecto téxico ejerci-
do por el soporte al entrar en contacto con las células
de P. fluorescens Ps006, que redujo su viabilidad. Sin
embargo, este efecto deletéreo se vio disminuido por
los protectores de membrana.

Se observd que la pérdida de viabilidad después de
seis meses de almacenamiento fue directamente pro-
porcional a la temperatura, tendencia que se evidencio
para las dos condiciones atmosféricas (con y sin O,).
El tratamiento sin protector de membrana y almacena-
do con oxigeno fue el mas estable para el soporte S1,
ya que la pérdida de viabilidad méaxima fue del 20%
a 28 °C en comparacion con los demdas tratamientos
con pérdidas significativamente mayores (F=1622,39;
gl=10; p=0,0000), las cuales superaron el 70% bajo la
misma condicion de temperatura.

Para el soporte S2 se obtuvieron viabilidades iniciales
de 1,79 x 107 UFC/g cuando no se utilizaron protecto-
res de membrana y de 6,90 x 107 UFC/g cuando éste
fue adicionado, evidenciandose nuevamente un efec-
to toxico inicial al contacto con el soporte sélido. Pa-
sados seis meses, en general se observo que la pérdida
de viabilidad aument6é a medida que se incrementé
la temperatura de almacenamiento. Dicha pérdida
fue significativamente menor (F=233; gl=9; p=0,0000)
para los tratamientos almacenados con oxigeno en
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comparacién con los tratamientos almacenados al va-
cio, es decir que la ausencia de oxigeno en el empa-
que no mejoro la estabilidad de las formulaciones. Este
comportamiento podria deberse al estrés causado por
la atmésfera al vacio, sobre una bacteria aerobia obli-
gada como P. fluorescens, que genera energia por un
proceso de fosforilacion oxidativa cuyo dltimo aceptor
de electrones es el oxigeno (Adams & Moss, 2008;
Vasquez et al, 2009). El efecto negativo de la atmos-
fera de empaque al vacio sobre la viabilidad de Pseu-
domonas spp. evidenciado en el presente estudio, ha
sido ampliamente estudiado en la industria alimenticia,
donde el empaque al vacio es utilizado para inhibir el
desarrollo de bacterias contaminantes (ICMSF, 2006).
Evitar la implementaciéon de sistemas de vacio es una
ventaja evidente para la produccién a nivel industrial,
ya que se disminuyen los tiempos y costos en el proce-
so, aumentando asi la rentabilidad del producto final.

En la mayoria de los casos la viabilidad fue
significativamente mayor (F=233; gl=9; p=0,0000)
para los tratamientos en los cuales se mezclé el princi-
pio activo unicamente con el soporte, en comparacién
con los tratamientos en los que ademds del soporte,
el principio activo se mezcl6 con los potenciales pro-
tectores de membrana; a excepcién del tratamiento
$2-20% almacenado con oxigeno, el cual no eviden-
ci6 diferencias significativas cuando se usaron o no
los protectores. En este sentido, el glicerol es amplia-
mente usado como humectante y protector osmaético
(Freitas et al., 2009; Rowe et al., 2009), asi como crio-
protectante y protector de secado al igual que la leche
descremada (Cody et al.,, 2008; Morgan et al., 2006;
Barbaree et al,, 1982). Sin embargo, se ha encontrado
que ciertas cepas de Pseudomonas spp. utilizan el gli-
cerol como fuente de carbono para la produccién de
biosurfactantes (Freitas et al., 2009; Freitas et al., 2010;
Silva et al.,, 2010, Stanghellini, & Miller, 1997), razén
por la que se podria sugerir un posible consumo del
glicerol y de la leche descremada durante el almace-
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Figura 3. Pérdida de viabilidad del principio activo de P. fluorescens Ps006 con los soportes A) S1-20% y B) S2-20% después de seis
meses de almacenamiento. CV: almacenado al vacio, CO: almacenado con oxigeno, PPV: con protectores de membrana alma-
cenado al vacio, PPO: con protectores de membrana almacenado con oxigeno. Tratamientos con la misma letra no presentan

diferencias significativas segtn prueba de Tukey (95%).
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namiento de los prototipos de formulacién evaluados
en el presente estudio, lo que pudo haber favorecido
el crecimiento del microorganismo, el mantenimiento
del metabolismo celular y la produccion de metaboli-
tos toxicos, ocasionado pérdidas de viabilidad (Santos
etal, 2012).

El desarrollo de formulacion en polvo de bacterias an-
tagonistas es especialmente importante para el trata-
miento de semillas (Ramamoorthy et al,, 2001). En el
presente trabajo se desarroll6 un prototipo de formula-
cion a base de la bacteria P. fluorescens Ps006, la cual
sobrevivié durante seis meses de almacenamiento a
28°C con una minima pérdida de viabilidad, cuando
se formulé en el soporte ST que corresponde a un ar-
cilla ajustada a una humedad del 20% vy se utiliz6 una
atmosfera de empaque no controlada en presencia de
aire. En otros trabajos se han desarrollado prototipos
de formulacién similares pero con menor estabilidad y
en la mayoria de los casos requiriendo condiciones de
refrigeracion. Tal es el caso de poblaciones de P. fluo-
rescens formuladas en talco con un 20% de las goma
Xantan que mantuvieron su viabilidad durante 2 meses
de almacenamiento a 4°C (Kloepper & Schroth, 1981).
Otra formulacién que al igual que el presente traba-
jo utiliz6 como soporte una arcilla tipo vermiculita,
obtuvo una viabilidad estable durante 6 meses a 4°C
(Connick, 1988) y en otro trabajo donde el soporte fue
talco, se mantuvo la viabilidad por un periodo de 90
dias a 26°C (Sadi & Masoud, 2012).

Conclusiones

El prototipo de formulacién en polvo mojable (WP) a
base del principio activo de P. fluorescens Ps006 que
demostré su actividad antagonista de los fitopatoge-
nos Fusarium oxysporum, Rhizotocnia solani, Botrytis
cinerea y Sclerotinia sclerotiorum, fue estable durante
seis meses de almacenamiento en las tres temperatu-
ras evaluadas, cuando se utilizé6 como soporte una ar-
cilla ajustada a una humedad del 20%, sin adicién de
protectores de membrana y empleando una atmdsfera
de empaque con oxigeno. Las pérdidas de viabilidad
fueron inferiores al 5 % durante el tiempo de almace-
namiento sin refrigeracion, por lo que este prototipo
fue seleccionado para continuar con el desarrollo de
un producto comercial con potencial para el control
de enfermedades en diferentes cultivos.
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Resumen

La productividad y sostenibilidad de la agricultura en Colombia pueden ser influidas positivamente a través del aprove-
chamiento de la biodiversidad para la produccién de bioinsumos. Fueron analizados a mediano y largo plazo, los posibles
escenarios futuros generados por las regulaciones que intervienen en el avance tecnolégico de los bioinsumos, a través de
la aplicacién de una encuesta Delphi, con la participacion de 23 expertos, teniendo en cuenta las tres dimensiones del de-
sarrollo sostenible. Sobre la base de este estudio, se encontré que el 65% de los expertos consideran que el impacto de la
innovacion o el desarrollo tecnolégico del uso de bioinsumos en la producciéon agricola, tiene un alto impacto econémico
con un nivel de concordancia significativo (20.05). Adicionalmente, el 65% seleccioné como el mejor escenario, en el cual
se den condiciones que promuevan mayor desarrollo, acceso y aplicacion de los bioinsumos, de tal forma que se incremen-
te el ritmo de incorporaciéon de la tecnologia por parte de los productores. En conclusion, mas alla del nivel de desarrollo
tecnoldgico, es necesario revisar los procesos legislativos para la comercializacién de los bioinsumos, fue evidente que el
éxito futuro de la industria de la produccién de productos biolégicos dependera de la gestion de empresas innovadoras, la
eficiente comercializacion de los mismos, la educacién y transferencia a los productores y el progreso de la investigacion.

Palabras clave: método Delphi, bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), agricultura ecoldgica, desarrollo sostenible.

Abstract

Productivity and sustainability of agriculture in Colombia can be influenced positively through the use of biodiversity for
the production of bioinoculants. They were analyzed in the medium and long term, the future scenarios generated by the
regulations involved in the technological advancement of bio-products through the application of a Delphi survey, with
the participation of 23 experts in bio-products, taking into account the three dimensions sustainable development. Based
on this study, it was found that 65% of the experts believe that the impact of innovation and technological development
of the use of bio- products in agricultural production, has a high economic impact with a significant level of agreement
(>0.05). Additionally, 65% selected as the best scenario, in which conditions that promote greater development, access
and application of bio-products, so that the rate of adoption of technology is increased by the producers to make. In con-
clusion, beyond the level of technological development is necessary to revise the legislative process for the marketing of
bio-products, it was clear that the future success of the industry in the production of biological products depend on the
management of innovative enterprises, efficient marketing thereof, education and transfer to producers and the progress
of the investigation.

Key words: Delphi method, plant growth promoting bacteria (PGPB), organic farming, sustainable development.
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Introduccién

La biodiversidad se refiere a la variedad de formas
vivas: animales, plantas y microorganismos diferen-
tes; los genes que contienen y los ecosistemas de los
cuales hacen parte. (Department of the Environment,
Sport and Territories, 1999). Segin Rangel (2005) Co-
lombia, es uno de los dos paises con mayor expresiéon
de la diversidad biolégica en todos los niveles en que
esta condicién se expresa alfa (especies), beta (co-
munidades vegetales o tipos de vegetacion) y gama
(ecosistemas). La biodiversidad de Colombia es mas
grande que otros paises tropicales como Brasil y Costa
Rica (Bueno et al., 2011).

La agrobiodiversidad es un sub-conjunto vital de la bio-
diversidad (FAO, 2004a) que comprende la variedad
y variabilidad de animales, plantas y microorganismos
que son importantes para la alimentacion y la agri-
cultura; derivada de la interaccion entre el ambiente,
los recursos genéticos y los sistemas de manejo, in-
cluyendo las practicas utilizadas por los productores
(Ocampo, 2012). Se ha senalado que la gran diversi-
dad de cultivos, sistemas de produccion, microorganis-
mos, especies de animales y razas es una medida de
la importancia de la biodiversidad para la agricultura
(Kumar et al, 2013), por lo tanto, Lobo (2008) men-
ciona que la agrobiodiversidad es un bien estratégico
de gran importancia para el desarrollo de los paises
megadiversos.

La diversidad de microorganismos es menos cono-
cida que la de los recursos fito y zoo genéticos, sin
embargo, representa un recurso genético de alta im-
portancia en la agricultura (Lobo, 2008). La producti-
vidad agricola y la sostenibilidad se benefician de los
microorganismos en diversas formas. Por ejemplo, los
biofertilizantes son inoculantes microbianos que pue-
den promover crecimiento de las plantas e incrementar
su productividad, estos beneficios han sido reportados
ampliamente con actividades como la fijacion del ni-
trogeno atmosférico en gramineas y cereales (Collino
et al, 2015), asi como, la mejora en la absorcién de
nutrientes (Bashan et al., 2014). Existen respuestas
positivas a la inoculacién de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPR) en diferentes cultivos, tales
como palma aceitera (Adiprasetyo et al., 2014), coco
y platano (Mia et al., 2007; Mia et al., 2010). Reciente-
mente, Fahad et al., (2015a) mencionan que las PGPR
son capaces de sintetizar fitohormonas que estimulan
el crecimiento y la division celular, ayudando a que
las plantas toleren las condiciones de estrés ambiental,
este efecto ha sido reportado en girasol (Wagas et al.,
2015), plantas ornamentales (Stetsenko et al., 2015) y
maiz (Fahad et al., 2015b), entre otros.

También se han reportado una amplia gama de mi-
croorganismos que realizan el control biol6gico de in-
sectos, plagas y malezas y de otros microorganismos
asociados a los vegetales que contribuyen con facto-
res de crecimiento o a los mecanismos de defensa de

éstos contra los ataques de insectos y enfermedades
(Tilman et al., 2002), con amplia difusion y empleo de
Bacillus thuringiensis, el cual ha sido aplicado durante
mas de 50 anos para el control de plagas causadas por
lepidopteros (Ruan et al, 2015). Segin Lobo (2008)
se sabe que mas del 25% de las pérdidas agricolas
son causadas por plagas y que mas del 90% son con-
trolados por enemigos naturales que viven en areas
adyacentes a los cultivos; en este contexto, se estima
que la sustitucion de pesticidas por controladores na-
turales representa $54 billones de ddlares por afo en
Estados Unidos.

Otro de los usos de los bioinsumos se fundamenta en
la interaccion de las plantas con los hongos micorri-
zicos arbusculares (HMA) los cuales representan un
grupo de microorganismos edaficos que establecen
simbiosis con las plantas influyendo positivamente en
su crecimiento y desarrollo (Mujica et al., 2014), es-
tos microorganismos forman un micelio extrarradical
que permite una transferencia reciproca de carbono a
partir del hospedante y nutrientes tomados del suelo
(Leake et al., 2004) y entre las plantas unidas por la red
micelial (Camargo-Ricalde et al., 2012). Segin Mujica
et al., (2014) la utilizacion de estos microorganismos
resulta factible para cualquier sistema de produccién
agricola debido a las funciones que realizan una vez
que se asocian con las plantas, tales como, el incre-
mento en la absorcion de nutrientes y agua por medio
del aumento en el volumen de suelo explorado, mayor
resistencia a las toxinas, incremento de la traslocaciéon
y solubilizacién de elementos esenciales, proteccion
contra patogenos radicales, el aumento de la toleran-
cia ante condiciones abidticas adversas (Smith y Read,
2008) y la estabilizacion de agregados en el suelo pro-
ducto de la secrecion de una glicoproteina recalcitran-
te, conocida como glomalina (Helgason et al., 2010).

En Colombia, la participacién en los costos de produc-
cién asociados a fertilizacion y a control de plagas,
enfermedades y malezas, difiere dependiendo de fac-
tores como: producto, zona geogréfica y tamano de la
explotacion (Perfetti et al.,, 2012). De esta manera, la
participacién de costos de produccién asociados a fer-
tilizacion representé en 2011 el 4,5% para los claveles
y el 42% para cultivos de palma en el Meta. El control
de malezas ascendio al 2.9% de los costos de un culti-
vo de café en la zona sur y un maximo de 12,4% para
cultivos de palma en el Meta. El control de plagas co-
rrespondié al 0,9% de los costos de la produccién de
arroz en el Tolima y el 14.7% para el cultivo de palma
en el Magdalena. El control de enfermedades ascendi6
a 1.6% de los costos de un cultivo de papa en Narifio
y al 22.8% de un cultivo de palma en Santander (San-
chez et al., 2013).

Asi mismo, el manejo inadecuado del suelo por el uso
de insumos de sintesis quimica ha generado un proble-
ma global, causando agotamiento de la nutricion en el
suelo y acidificacion del suelo. Estos efectos adversos
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han conllevado a reducciones en la productividad de
los cultivos (Hungria y Vargas, 2000), complementario
a que la eficiencia en el uso de productos quimicos es
muy baja y la mayor parte del insumo aplicado es des-
perdiciado, debido a que no es absorbido por las plan-
tas (Robertson y Vitousek, 2009). Por lo tanto, existe
una necesidad inmediata de reducir el uso de produc-
tos de sintesis quimica al complementar y optimizar la
fertilizacion con productos biolégicos. La gran diversi-
dad de microorganismos benéficos ofrece numerosas
oportunidades, segtin recomiendan Marimuthu et al.
(2013) el uso de bacterias es conveniente y puede ser
directamente aplicado a las semillas o al suelo.

Segtin Lobo (2008) el empleo sostenible de la diversi-
dad debe vincularse a procesos biotecnoldgicos para
hacerlo mas eficiente. Una de las posibilidades es ex-
plorar las reservas microbiolégicas nativas, debido a
que ofrecen un potencial para desarrollar tecnologias
alternativas para los pequenos agricultores, quienes
demandan tecnologias accesibles que no representen
un riesgo para el ecosistema y/o la salud. La produc-
cion de bioinsumos y extractos vegetales en Colom-
bia ha desarrollado en los dltimos afos un nicho de
mercado dentro del sector agropecuario nacional.
En el 2008, se encontraban 71 empresas registradas
y avaladas por el Instituto Colombiano Agropecuario
-ICA (Zambrano y Riafo, 2008), seglin estos mismos
autores el mercado de los bioinsumos en Colombia es
nuevo y poco a poco ha venido ganando una mayor
receptividad tanto por agentes interesados en su pro-
duccién, como por aquellos que los requieren como
insumo para sus cultivos.

En el 2010 Chaparro et al., analizaron el panorama
actual sobre el acceso a recursos genéticos y biolo-
gicos en los proyectos desarrollados por los grupos
registrados ante Colciencias, encontrando que casi en
su totalidad desarrollan productos que en su mayoria
constituyen investigacion basica (99%) y que dificil-
mente pueden tener una utilidad comercial (1%). Tal
como fue sefalado por Cabrera y Lépez (2008), la fal-
ta de indicadores para separar la investigacion basica
de la investigacion con posibilidades de uso comercial
es un problema persistente y frecuente en los diver-
sos regimenes de acceso a recurso genético. Las difi-
cultades para la operacion del sistema de acceso han
tenido como consecuencia que parte sustancial de la
investigacion sobre la diversidad biolégica y genética
del pais se desarrolle por fuera del marco juridico (Ne-
moga, 2010).

Segln Duarte y Velho (2008) es importante tener en
cuenta que Colombia posee uno de los marcos juridi-
cos y legales mas complejos a nivel mundial, que ha
dificultado la posibilidad de avanzar en trabajos cienti-
ficos tanto en alianza entre universidades o centros de
investigacion, asi como, en alianzas entre lo cientifico
y lo empresarial. Ademas, mencionan Duarte y Velho
(2009) que como pais biodiverso ha venido incremen-

tando las capacidades endégenas de sus grupos de
investigacion cientifica y tecnolégica para adelantar
procesos de bioprospeccion, pero estos esfuerzos no
se han podido expresar de una forma plena ya que el
marco legal que regula la exploracion y explotacion
de la biodiversidad colombiana estd limitando de una
manera muy restrictiva el avance de alianzas vy articu-
laciones.

El uso de escenarios para estudiar el futuro, permite
hacer un acercamiento a situaciones que pueden dar
lugar a cambios importantes y la creacion de relacio-
nes explicitas entre los eventos que no se pueden rela-
cionar facilmente (Bafuls y Turoff, 2011), es asi, como
el impacto a largo o mediano plazo de las regulacio-
nes o politicas nuevas o cambiantes, utilizando aconte-
cimientos de naturaleza binaria, pueden analizarse de
manera prospectiva. Por lo tanto, el objetivo central de
este trabajo fue desarrollar un analisis prospectivo de
los bioinsumos de uso agricola en Colombia a través
de la metodologia de consulta con expertos, teniendo
en cuenta las tres dimensiones del desarrollo sosteni-
ble para la construccion del instrumento de captura de
la informacion.

Materiales y métodos

El estudio prospectivo se realizé utilizando el método
Delphi (Listone y Turoff, 2002), con el fin de elaborar
pronésticos a mediano y largo plazo, a través del uso
sistematico del juicio intuitivo de un grupo de expertos
para obtener un consenso de opiniones informadas.

Eleccion de expertos

Para identificar a los expertos se desarrollé una bus-
queda en la base de datos Plataforma ScienTl de Col-
ciencias, esta base de datos tenia un total de 4189
personas reconocidas por Colciencias como pares.
Se realiz6 un primer filtro por area del conocimiento
“Ciencias Agrarias”, area “Agronomia”, encontrando
un total de 180 personas registradas; seguidamentese
realizé un segundo filtro por drea del conocimiento
“Ciencias Biologicas”, area “Microbiologia”, encon-
trando un total de 310 personas. Sus curriculum vitae
fueron revisados confirmando que tuvieran trabajos
desarrollados en el tema de bioinsumos, obteniendo
una base de 90 expertos potenciales.

Al grupo de 90 expertos fue enviada la autoevaluacion
de sus competencias utilizando el Software Survey-
Monkey® (http://www.surveymonkey.com). La com-
petencia de los potenciales expertos se determiné a
través del coeficiente de competencia, el cual debia
ser superior a 0.80 para ser tenido en cuenta como ex-
perto. La competencia se determina por un coeficiente
K =12 (Kc + Ka), donde Kc representa una medida del
nivel de conocimientos sobre el tema investigado y Ka
una medida de las fuentes de argumentacién (Cruz y
Martinez, 2012). Asi, si 0.8 <K < 1.0 el coeficiente de

Andlisis prospectivo de los bioinsumos agricolas en Colombia

105



competencia es alto y si 0.7 <K < 0.8 el coeficiente de
competencia es medio.

El célculo de Kc se realizé a partir de la autoevalua-
cion del candidato a experto determinando el nivel de
conocimientos que consideraba poseer en una escala
del 0 al 10, el valor seleccionado por el candidato se
dividié por 10 para normalizar los datos. El promedio
de las respuestas se multiplicé por 0.1; de esta forma,
la evaluacién “0” indica que el experto no tiene ningin
conocimiento, mientras que la evaluacion 10 significa
que el experto tiene pleno conocimiento de la proble-
matica tratada.

La autoevaluacion de los conocimientos de los exper-
tos de la variable Kc se realizo calificando los siguientes
criterios: a) Mejora de la produccién, control de cali-
dad y procesos agroindustriales, nuevos bioinsumos y
biotecnologias para el medio ambiente. b) Percepcién
publica de la biotecnologia, bioseguridad, aspectos le-
gales, sociales y econémicos de la biotecnologia. c)
Innovacion y desarrollo biotecnolégico y d) Politicas
publicas en bioinsumos.

El calculo de la variable Ka se realizé a partir de la auto-
evaluacion de los posibles expertos, de acuerdo a seis
posibles fuentes de argumentacion en una escala tipo
Likert expuestos en la tabla 1 (Cruz y Martinez, 2012).
Cada uno tuvo que seleccionar segun su criterio si era
alto, medio o bajo y a cada criterio se le asigné un
valor. En el instrumento de captura de la informacion
en el momento de la respuesta. no fueron visibles los
valores.

Elaboracion y lanzamiento de los cuestionarios

El cuestionario de consulta a los expertos se compuso
por 30 preguntas agrupadas en 3 modulos. Luego de
disefiadas las preguntas por los autores el formulario
fue validado con 3 especialistas externos antes de ser
enviados a los expertos. Fue desarrollado teniendo en

Tabla 1. Escala tipo Likert para el calculo de Ka en el instrumento.

cuenta las tres dimensiones del desarrollo sostenible
involucrando consideraciones ambientales, econémi-
cas y sociales (Hodson y Diaz, 2013). En la tabla 2 se
resumen estos criterios.

Sobre la base de las dimensiones anteriores se diseRd
un instrumento en el cual se desglosaron en un total
de 26 preguntas, para que fueran valorados en bajo,
alto y medio.

En la construccion de escenarios en la escala se les
plante6 la opcién de eleccion de alguno de los dos
escenarios: 1) La tendencia y el ritmo actual de incor-
poracién de bioinsumos en la produccion agricola se
mantiene como hasta el momento; y 2) Se dan con-
diciones que habilitan a un mayor desarrollo, acceso
y aplicacion de los bioinsumos, de forma tal que se
incrementa el ritmo de incorporacion a los sistemas
de producciéon agricola. 1= Muy improbable, 2= Im-
probable, 3= Existe duda, 4= Probable y 5= Muy pro-
bable, de acuerdo a la experiencia y conocimiento de
los expertos.

Los expertos fueron encuestados de manera aislada
y sus opiniones fueron recogidas por via electrénica
y de forma andnima utilizando el Software Survey-
Monkey®, con esto se traté de eliminar el efecto de
los lideres.

Desarrollo prdctico y andlisis de resultados

El andlisis de la informacion se realizé utilizando el
software SPSS 21,0, para el célculo del Coeficiente de
concordancia de Kendall (W de Kendall) que repre-
senta el nivel de consenso entre los participantes (Sch-
midt, 1997; Schmidt et al., 2001). Este coeficiente varia
entre 0y 1, indicando el grado de consenso alcanzado
por el panel (fuerte consenso para W> 0,7, consenso
moderado para W = 0,5 y débil consenso para W <0,3)
(Schmidt et al., 2001).

Grados de influencia de las fuentes
Fuentes de argumentacion en sus criterios

Alto Medio Bajo
Investigaciones realizadas por usted 0.30 0.20 0.10
Su experiencia laboral adquirida 0.50 0.40 0.20
Trabajos de autores nacionales que conoce y han trabajado la tematica 0.05 0.05 0.05
Trabajos de autores extranjeros 0.05 0.05 0.05
Su conocimiento del estado del problema a través de intercambios de conocimientos 0.05 0.05 0.05
Participacion en grupos disenadores de programas, materiales e iniciativas. 0.05 0.05 0.05
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Tabla 2. Componentes y variables del instrumento Delphi.

Componente

Dimension

Categoria

Econémica

Disminucion de costos de la
produccion agricola

Importancia para la sociedad, la

Econdmica y social

Competitividad de los pequenos
y medianos productores

economia y el medio ambiente Econémica

Amenazas y oportunidades para Colombia

Econémica

Estrategias de aprovechamiento

y ambiental

Econdmica, social

Potencial de aplicacion, desarrollo industrial,
calidad de vida, medio ambiente y empleo.

Social

Capacidad actual del recurso humano

Multidisciplinariedad para el
desarrollo de bioinsumos

Econdmica y social

Capacidad en el pais a nivel
cientifico, tecnolégico, innovacion.
Produccion y comercializacion.

Social

Consenso a nivel internacional en cuanto
a los requerimientos regulatorios

Percepcién del desarrollo potencial
de los bioinsumos por medio
de la propiedad intelectual

Econémica, ambiental

Favorecimiento del comercio internacional,
nuevos desarrollos, incremento en
las capacidades productivas.

Econémica

Propiedad intelectual para el uso
de bioinsumos y sus impactos.

Schmidt (1997) propuso dos criterios estadisticos para
tomar decisiones sobre coémo suspender o continuar
las rondas Delphi. El primer criterio es un fuerte con-
senso entre los miembros del panel que se determina
con base en el coeficiente de concordancia de Ken-
dall. Si hay un acuerdo tal, el proceso de la encuesta
debe ser detenido (Habibi et al., 2014); por lo tanto,
solo se realiz6 una sola ronda en este estudio.

Resultados y discusién

Eleccion de expertos

La autoevaluacion de expertos fue enviada a 90 per-
sonas y respondida por 25 personas, de los cuales 23
fueron clasificados como expertos de acuerdo a los
coeficientes K superiores a 0.7. En la tabla 3 se presen-
ta el calculo de la competencia de cada participante,
donde se pudo identificar que el 56% de los expertos
tenian competencia alta, el 36% de los expertos po-
seian competencia media y el 8% poseia competen-
cia baja. Las respuestas de los expertos con nivel de
competencia bajo no fueron tenidas en cuenta en el
analisis.

Elaboracién y lanzamiento de los cuestionarios

La encuesta fue respondida en su totalidad por los 23
expertos que se encontraban en rango medio y alto

en el valor de K. El célculo del coeficiente de Kendall
revelé una consenso moderado W = 0,45, lo cual es
comprensible al observar que el nimero de expertos
es casi la mitad del nimero de items. No obstante, el
resultado fue significativo (X2 = 65,22; p > 0,05).

Importancia para la sociedad, la economia
y el medio ambiente

Los expertos consideraron que los bioinsumos son im-
portantes para disminuir los costos de la produccién
agricola, tal como fue mencionado por Herridge et
al. (2008) quienes estimaron en Vietnam que el cos-
to anual de la fertilizacién nitrogenada se reduciria de
USD $30 a USD $1 millén por ano si los fertilizantes
quimicos fueran reemplazados por inoculantes.

Segun Shankar et al. (2011) la baja eficiencia de la pro-
duccién agricola esta estrechamente relacionado con
la pobre conversion energética que, a su vez, esta in-
fluida por los factores fisiol6gicos del cultivo, el medio
ambiente y otros factores biolégicos, incluyendo los
microorganismos del suelo. El suelo y la microflora ri-
zosférica pueden acelerar el crecimiento de las plantas
y mejorar su resistencia a patégenos e insectos me-
diante la produccién de metabolitos bioactivos. Los
expertos consideran altamente probable que los bioin-
sumos mejoren la competitividad de los pequenos y
medianos productores agricolas.
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Tabla 3. Resultados nivel de competencia de los
participantes.

E';::ZS ke Ka K co:I;‘)IZLe(:lecia
1 0,8 0,9 0,9 Alto
2 0,5 0,5 0,5 Bajo
3 0,8 0,8 0,8 Alto
4 0,7 0,9 0,8 Alto
5 0,4 1,0 0,7 Medio
6 0,5 1,0 0,7 Medio
7 0,7 0,9 0,8 Alto
8 0,6 0,8 0,7 Medio
9 0,8 0,9 0,8 Alto
10 0,7 1,0 0,8 Alto
11 0,6 1,0 0,8 Alto
12 0,6 0,9 0,8 Alto
13 0,6 0,9 0,7 Medio
14 0,5 0,9 0,7 Medio
15 0,6 0,8 0,7 Medio
16 0,5 1,0 0,7 Medio
17 0,9 1,0 0,9 Alto
18 0,7 0,8 0,7 Medio
19 0,7 1,0 0,9 Alto
20 0,4 0,8 0,6 Bajo
21 0,6 0,8 0,7 Medio
22 09 1,0 1,0 Alto
23 0,7 0,9 0,8 Alto
24 0,6 1,0 0,8 Alto
25 0,8 1,0 0,9 Alto

La opinién de los expertos con un nivel de concor-
dancia significativa (>0,05) en los criterios calificados
sobre el impacto de la innovacién o el desarrollo
tecnoldgico del uso de bioinsumos en la produccién
agricola, muestra que el 65% considera que tiene un
potencial alto, el 31% medio y un 4% bajo en el im-
pacto econémico. El potencial alto de impactar la pro-
duccién agricola ha sido mencionado por Herrmann y
Lesueur (2013), quienes resaltan que especialmente
los biofertilizantes pueden tener importancia econémi-
ca debido a que reemplazan parcialmente a los fertili-
zantes de sintesis quimica, los cuales son cada vez mas
costosos. Ademas, otros autores como Shankar et al.
(2011) mencionaron que existe un creciente consenso

a nivel mundial, acerca de la factibilidad de obtener el
maximo rendimiento agronémico con utilidades netas
mas altas sin el uso de fertilizantes artificiales, herbici-
das, insecticidas y pesticidas.

Montoya (2010) menciond que la biotecnologia y las
ciencias de la vida son las mas prometedoras para
abordar problemas complejos, por su capacidad de
desarrollar productos para varios sectores de la econo-
mia de manera sostenible y eco-innovadora. El 52% de
los expertos consideran que el potencial de desarrollo
de bioinsumos a nivel industrial es alto, el 39% medio
y el 9% bajo; la percepcion podria explicarse por las
dificultades que deben superar las pequefas y media-
nas empresas de biotecnologia, por tener un alto coe-
ficiente de capital y largos tiempos para la rentabilidad;
basados en lo reportado por Montoya (2010).

Los expertos consideran que los insumos podrian con-
vertirse en una herramienta Gtil para incrementar la
competitividad de la agroindustria, el 78% considera
que es alto, el 18% medio y 4% bajo, esto ha sido
ampliamente soportado por autores que mencionan
que las PGPRs en cultivos de leguminosas que fijan el
nitrégeno tales como mani, frijol y soja pueden gene-
rar el ahorro entre 20 - 40% de nitrégeno quimico,
logrando la fijacion de 50-300 kg de nitrégeno al suelo
y disminuyendo aproximadamente entre 55 a 220 kg
de urea por hectarea (Gomare et al., 2013). Sin embar-
go, pese a los beneficios reportados, estudios recien-
tes muestran que hay una actividad inventiva muy baja
y escaso impacto industrial en los desarrollos relacio-
nados con cultivos relevantes para el Colombia, tales
como la cana de azdcar vy el café (Silva et al., 2014).

El 70% de los expertos considera que el impacto en
la calidad de vida de los productores es alto, el 22%
medio y el 8% bajo. Se observé que este mejoramien-
to posiblemente pudo ser visto como la disminucién
de los costos de produccion, que generan, al mismo
tiempo el incremento en los ingresos percibidos por
el productor, esto es coincidente con lo reportado por
Khalid (2012) quien menciona que el uso de bioinsu-
mos es mas economico que el de insumos de sintesis
quimica, por lo tanto, mejoran los ingresos de los agri-
cultores y su uso es mas seguro para la salud de ellos
y de los consumidores (Khalid 2004).

El uso de fertilizantes inorganicos, en particular nitré-
geno y fosforo, ha sido relacionado con la eutrofiza-
cion de los cuerpos de agua, ademas, la evidencia es
fuerte con respecto a la disminucién de la biodiversi-
dad en los sistemas agricolas y sistemas semi-naturales
y naturales por el uso de abonos inorganicos, her-
bicidas y pesticidas en la agricultura . Existen varios
reportes sobre la resistencia adquirida a productos
quimicos, utilizados para control de malezas y plagas
(Andrews et al., 2010). Este contexto estd de acuerdo
con la opinién de los expertos quienes manifestaron
que la incorporacién de bioinsumos tiene sobre el me-
dio ambiente un impacto alto el 79%, medio el 17%
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y bajo el 4%, debido a la amplia contribucion de los
microorganismos del suelo a la sostenibilidad de los
ecosistemas, actuando como los agentes principales
de conduccién del ciclado de nutrientes, la regulacion
y dindmica de la materia organica del suelo, la inmovi-
lizacion de carbono en el suelo y la emisién de gases
efecto invernadero. Debido a los efectos de los micror-
ganismos en el suelo se logra modificar su estructura
fisica y regimenes de agua, la mejora de la eficiencia
de la absorciéon de nutrientes y la salud de las plantas
(Shankar et al., 2011).

Los expertos consideran que en el empleo el uso de
bioinsumos tiene un impacto del 48% alto, 43% me-
dio y 8% bajo. Estos resultados son consistentes con lo
reportado por Montoya (2010) en la empresa Biocul-
tivos S.A, empresa de base tecnoldgica integrada por
la Universidad Nacional de Colombia y el gremio de
cultivadores de arroz, se crearon 24 puestos de traba-
jo altamente calificados y 15 técnicos.

Multidisciplinariedad para el desarrollo
de bioinsumos

A los expertos se les solicité la valoracion de si la ca-
pacidad actual de los profesionales colombianos es
suficiente para el desarrollo de bioinsumos a nivel co-
mercial, frente a esta pregunta respondieron el 35%
que existe duda, 30% es probable y 35% muy proba-
ble; aunque no hubo un consenso entre los participan-
tes, si se observo una tendencia a considerar que es
apropiada la capacidad de los profesionales debido a
que ninguno marco las opciones de muy improbable e
improbable que eran las calificaciones mas bajas. Esto
coincide con los resultados presentados por Duarte y
Velho (2009), quienes mencionaron que los grupos
dedicados a realizar bioprospeccién poseen recur-
sos humanos capacitados para realizar investigacion
en areas de conocimiento que son basicas para llevar
a cabo dicho proceso, y que este proceso de forma-
cién académica refleja el producto de una politica co-
lombiana para capacitar recursos humanos a nivel de
doctorado, tanto en universidades extranjeras como a
través de los programas nacionales.

Las experiencias demuestran que a medida que el pais
proveedor de los recursos naturales posea mas capaci-
dad cientifica y tecnoldgica instalada, aprovechara de
una mejor forma las potencialidades del desarrollo de
los bioinsumos, a través de la bioprospeccion (Laird
y Wynberg, 2002; Quezada, 2004). Por lo tanto, fue
consultada la opinion de los expertos sobre la posicion
de Colombia con respecto a otros paises quienes res-
pondieron con un nivel débil de acuerdo a W=0,119
(no significativo < 0,05), el primer criterio fue la capaci-
dad cientifica y tecnolégica calificada por los experos
como alta en un 35%, media 52% y baja 13%; el se-
gundo criterio fue la capacidad de innovacion valora-
da como alta en un 22%, media en el 56% y baja en el
22%; el tercer criterio fue la capacidad de produccion,

que fue evaluada como alta por el 13%, media el 79%
y baja el 17%; y por dltimo, la capacidad de comercia-
lizacion considerada en un 9% como alta, media en el
61% y baja por el 30%.

En términos generales los expertos consideraron que
la capacidad cientifica y tecnolégica se encuentra en
un nivel medio; sin embargo, debe resaltarse la opi-
nion de una baja capacidad de comercializacién. Este
mismo criterio fue mencionado en el 2001 por Caste-
llanos et al., quienes plantearon la necesidad del surgi-
miento de un nuevo tipo de expertos, quienes ademas
de ser especializados en ciencia y tecnologia, deben
lograr un entendimiento mayor del mundo de los ne-
gocios, de manera que los cientificos puedan conver-
tirse no sélo en generadores de conocimiento, sino
también en interlocutores con capacidad de llegar a la
industria para apoyar los procesos de seleccion, nego-
ciacion, implantacion o transferencia de tecnologias.

Percepcion del desarrollo potencial de los bioinsumos
por medio de la propiedad intelectual

La propiedad intelectual sobre los microorganismos,
especialmente la patentabilidad, ha despertado el in-
terés no solo de los juristas, sino también de los cien-
tificos, debido a que las invenciones microbiolégicas
pueden ser de procedimiento o de producto, referidas
a aquellos productos obtenidos con la intervencién de
microorganismos, los cuales pueden incluir materia
inanimada (metabolitos) o animada (microorganismo)
(Martinez, 2014). Los expertos fueron consultados
sobre la probabilidad de alcanzar el consenso en los
paises sobre los requerimientos regulatorios, para la
utilizacion de los bioinsumos en la produccion agrico-
la, el 48% de los expertos estimaron que este consen-
so podra ocurrir en el periodo 2020-2024.

La proteccion a través de mecanismos de propiedad
intelectual de los bioinsumos permitira que la produc-
cion y desarrollo, segin el concepto de los expertos,
aumentara mucho 52%, aumentara poco 26% vy se
mantendra estable 22%. Segin Gonzales et al. (2010),
los derechos de propiedad intelectual tienen una gran
importancia porque otorgan, ademdas del reconoci-
miento a los creadores, la retribucion econémica que
les corresponde por el desarrollo de los productos o
los procesos.

El aumento de la proteccion de la propiedad intelec-
tual de bioinsumos, podra darse en Colombia segun el
43% de los expertos si se revisa el sistema de propie-
dad intelectual, si se aumenta la capacidad de segui-
miento y negociacién de acuerdos comerciales segin
el 33% de los expertos, el 14% no sabe/no responde,
por dltimo, el 10% considera que Colombia debera
concientizar a los generadores de nuevas tecnologias
de la necesidad de patentar sus innovaciones. Segin
Solleiro y Briceno (2003) la proteccion de la propiedad
intelectual debe funcionar como motor de la innova-
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cién y no como obstaculo para el desarrollo nacional;
sin embargo, la percepcion de los expertos es que ha
limitado el desarrollo de productos.

Tomando como horizonte el 2020, fue consultado a
los expertos si la propiedad intelectual tendra alguna
clase de impacto en la capacidad de innovacion bio-
tecnolégica en Colombia, y que impacto considera
mas factible. Los expertos manifestaron que tendra un
aumento importante de la capacidad de innovacién
en bioinsumos 43%, no tendrd impacto significativo
en la capacidad de innovacién en bioinsumos 26%,
impactara en términos de una disminucion de la capa-
cidad de innovacion en bioinsumos 13%, no sabe/no
responde 4% y otro 13%. El aumento percibido en la
opinion de los expertos puede ser atribuido a que una
proteccion de la propiedad intelectual bien concebida
alienta la actividad creativa, el desarrollo industrial, la
inversion y el comercio honesto; sin embargo algunos
autores como Granados et al. (2009) sefalan que los
regimenes de propiedad intelectual mas enérgicos,
puedan disminuir el ritmo general de la innovacién e
incrementar la diferencia de conocimientos entre pai-
ses industrializados y paises en vias de desarrollo.

Construccion de escenarios

El 35% (8/23) de los expertos seleccioné el escena-
rio nimero 1, la tendencia y el ritmo actual de incor-
poracion de bioinsumos en la produccion agricola se
mantiene como hasta el momento; y el 65% (15/23)
seleccioné el escenario nimero 2, se dan condiciones
que habilitan a un mayor desarrollo, acceso y aplica-
cion de los bioinsumos, de forma tal que se incrementa
el ritmo de incorporacion a los sistemas de produccién
agricola.

Bajo el escenario 1 los expertos consideraron que en
el 2020 sera posible lograr 39 bioinsumos nuevos re-
gistrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) durante el ano, a esto respondieron que existe
duda en un 38%, y en el escenario 2 que existe duda
con el 39%. En ambos escenarios se presenta un re-
sultado similar, los expertos mencionaron que si se
implementan politicas adecuadas de generacién de
empresas de base biotecnolégica e investigacion, 39
bioinsumos registrados/afno es un ndmero sensato si
se considera la dinamica del sector agricola y los gru-
pos de investigacion en Colombia.

Fue propuesta la proyeccion al 2029, plateando la
posibilidad que se lograran 87 bioinsumos nuevos re-
gistrados ante el ICA durante el afno, el 50% de los
expertos seleccionaron en el escenario 1 que existe
duda y en el escenario 2 el 35% como probable. Es-
tos resultados muestran que para alcanzar a mediano
plazo un alto ndmero de registros de nuevos bioinsu-
mos se deben hacer cambios; es decir, asi Colombia
cuente con una alta biodiversidad que ha permitido
aislar muchos organismos con potencial, la legislacion

colombiana tiende a afectar las iniciativas nacionales y
por ende a incentivar actividades ilegales, el subregis-
tro o incluso favorecer a empresas extranjeras. Segun
Nemoga (2010) basicamente ese potencial industrial
que tiene la biodiversidad, no se puede aprovechar
si no se cumplen requerimientos del marco juridico
institucional, incluso se pueden presentar problemas
para publicar resultados de investigacion o cuando se
pretenden derechos de propiedad intelectual sobre
tales resultados o innovaciones.

Frente a la pregunta si el sector productivo agricola co-
lombiano estara preparado para acompanar, absorber
y aprovechar los avances cientificos y tecnol6gicos na-
cionales e internacionales en bioinsumos, los expertos
que seleccionaron el escenario 1 respondieron que es
probable en un 50%, y en el escenario 2 respondie-
ron que existe duda 52%. Estos resultados indican que
es mas facil que el sector productivo incorpore estas
tecnologias como parte de sus insumos manteniendo
las condiciones actuales, posiblemente porque en el
escenario 2 tendria que buscarse nuevos mercados
debido al nimero mayor de productos. En cualquiera
de los dos casos, es posible que los agricultores que
adopten esta biotecnologia, especialmente quienes lo
hagan cuanto antes, consigan beneficios gracias a la
reduccion de costos y el aumento de la produccion;
los otros agricultores podrian verse en desventaja
competitiva segin evolucionen las preferencias de los
consumidores y los regimenes reglamentarios (FAO,
2004b).

A los expertos se les consulto que si tuvieran en sus
manos la toma de decisiones cual seria su recomen-
dacion en cuanto a la estrategia para mejorar el es-
tado actual del pais en la produccion de bioinsumos
(W=0,337; X*=29,677; <0,05), teniendo en cuenta cri-
terios como la colaboracién con empresas extranjeras.
Los resultados muestran que los expertos consideran
que existe duda 35% en que la colaboracién de em-
presas extranjeras pueda contribuir al desarrollo de la
industria de bioinsumos en el pais; la tendencia de esta
respuesta era predecible de acuerdo a lo reportado por
Martinez (2014) que menciona que en los paises en de-
sarrollo y en los emergentes se han generado inquietu-
des que han llevado a estar en contra de la apropiacion
y patentabilidad de genes por parte de corporaciones
pertenecientes a Estados industrializados.

La incorporacién de cientificos y técnicos en las em-
presas podra contribuir al desarrollo de la industria de
los bioinsumos fue calificado por los expertos como
muy improbable 9%, improbable 9%, existe duda 4%,
probable 17% y muy probable 61%. El resultado de
muy probable, es reafirmado por un informe de la Co-
mision Europea que menciona que la creacion de un
puesto de trabajo de investigador, puede generar a
largo plazo hasta 400 empleos directos o indirectos, a
pesar de esta afirmacion, y del consenso generalizado
de que la presencia de investigadores, y en concreto
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de doctores, es clave para fomentar la innovacion tec-
nolégica en las empresas, todavia para las empresas
el doctor es una figura desconocida que desarrolla su
actividad en el campo de la docencia y la investigacion
publica (Comunidad de Madrid, 2012).

Los expertos fueron consultados acerca de la contri-
bucion del Modelo de la Triple Hélice (Etzkowitz y Le-
ydesdorff, 1995) vy, si ellos recomendarian el fomento
de la coordinacion industria - centros de investigacion
y desarrollo tecnolégico, su opinion fue que seria muy
improbable 4%, improbable 0%, existe duda 4%, pro-
bable 13% y muy probable 78%. La respuesta de los
expertos fue en un alto porcentaje muy probable;sin
embargo, debe tenerse en cuenta aspectos como el
que menciona Gutiérrez (2004) en un modelo en el
que los actores se deben desenvolver como esferas en
movimiento, cada una de las cuales puede desempe-
far funciones de la otra esfera, no pueden ser estaticas
y quedarse encasilladas, haciendo que el flujo de co-
nocimiento pueda tener una direccion en un sentido
inverso al tradicional, es decir, el conocimiento puede
fluir de la industria privada a la academia, en un efecto
interactivo en el cual la innovacién tecnolégica abre
nuevas preguntas de investigacion basica.

Los expertos consideran que ellos sugeririan el apo-
yo del gobierno como una recomendacion en un 5%
muy improbable, improbable 0%, existe duda 5%, pro-
bable 27% y muy probable 64%. Este ultimo porcenta-
je muestra la relevancia y la necesidad de intervencion
del gobierno colombiano; en el 2011 se expidié el
documento CONPES 3697 sobre politicas para el de-
sarrollo comercial de la biotecnologia a partir del uso
sostenible de la biodiversidad. Este documento pro-
pone fortalecer las capacidades institucionales para
el desarrollo comercial de la biotecnologia, promo-
viendo el uso comercial, sostenible y productivo de
los recursos bioldgicos, genéticos y sus derivados; la
creacion de instrumentos financieros para fortalecer
empresas de base biotecnoldgica; adecuar y revisar el
marco normativo relacionado con el acceso a los re-
cursos genéticos y sus derivados; y ajustar y actualizar
la normatividad sobre produccién y comercializaciéon
de medicamentos biotecnolégicos y productos fitote-
rapéuticos. El mismo documento CONPES reconoce
las dificultades que ha tenido Colombia en la aplica-
cion de la normatividad sobre Acceso a Recursos Ge-
néticos y Productos Derivados, Decision Andina 391,
esto gener6 la reorganizacion y cambio en el del Mi-
nisterio de Ambiente y Desarrollo Sostenible frente a
este tema (Buitrago, 2012).

La probabilidad de que los expertos recomienden la
difusion de resultados segtn los expertos fue califica-
da como muy improbable 5%, improbable 5%, existe
duda 0%, probable 36% y muy probable 55%. Los re-
sultados muestran que la difusion de los resultados o
su transferencia es de vital importancia, acorde con
uno de los factores claves en el caso mexicano se-

gin Gutiérrez (2004), en el Sistema de Nacional de
Innovacion -SIN los gobiernos estatales, las empresas
y la academia resultan ser los elementos fundamen-
tales; pero no los dnicos, incluyendo a las empresas,
los sectores productivos en general, centros de inves-
tigacion, el sistema financiero, universidades técnicas,
organizaciones intermedias de apoyo a la actividad
empresarial, proveedores de servicios, disenadores de
productos y consumidores. La produccion vy transfe-
rencia de conocimiento cientifico y tecnolégico cons-
tituyen la materia esencial de intercambio, aprendizaje
e interaccion entre los actores.

Conclusiones

La prospectiva tecnoldgica es una herramienta que
puede generar informacién de gran ayuda para los
tomadores de decisiones publicos y privados, permi-
teconocer con mas detalle los escenarios que pueden
presentarse a mediano y a largo plazo en el desarrollo
de la industria biotecnoldgica de los bioinsumos, que
permitird definir y concretar los objetivos de manera
coherente y con menores niveles de riesgo e incerti-
dumbre, basados en el criterio de expertos.

Los expertos consideraron que el escenario mds pro-
bable y favorable para Colombia es que se den con-
diciones que habiliten un mayor desarrollo, acceso
y aplicacion de los bioinsumos, de forma tal que se
incremente el ritmo de incorporacién a los sistemas
de produccién agricola, lo que indica que los avances
hacia la empresarizacion de la produccion de bioin-
sumos en Colombia deben ir mas alla del desarrollo
tecnolégico. Es necesario revisar los procesos de pro-
mocion y apoyo a las empresas nacionales de base
biotecnolégica que permita el desarrollo sostenible a
partir del uso de la biodiversidad. Es evidente que el
éxito futuro de la industria de la produccién de bioin-
sumos dependera de la gestion de empresas innova-
doras que tengan iniciativa de vincular investigadores,
la eficiente comercializacion de productos, la educa-
cion y transferencia de tecnologia a los productores y
al publico en general.
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Resumen

Bajo entornos naturales, las plantas de maracuya amarillo frecuentemente se enfrentan a condiciones de anegamiento,
un factor limitante para la produccion generalizada de su cultivo, especialmente en tierras bajas inundables. El presente
estudio se encargé de identificar la activacion de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) durante la inundacién, como
un posible mecanismo de sobrevivencia de plantulas de maracuya amarillo. Se evalué la actividad de la enzima ADH du-
rante 0, 1, 3, 7, 9 y 14 dias de tratamiento con inundacion y sin inundacién, en raices de plantulas de maracuyd amarillo
de tres meses y medio de germinadas. En las raices de plantulas de maracuya amarillo en condiciones de inundacién,
la actividad de la enzima ADH presenté un aumento significativo respecto a las plantulas en condiciones normales de
riego (sin inundacion). Esto sugiere que la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa, implicada en el metabolismo
anaerdébico, es un posible mecanismo de supervivencia al anegamiento de plantulas de maracuya amarillo en periodos
cortos de inundacion.

Palabras clave: actividad enzimatica, ADH, fermentacion alcohdlica, inundacion, metabolismo anaerobio.

Abstract

Under natural environments, yellow passion fruit plants often face flooded conditions as a limiting factor for the
widespread production of the crop, especially in flood-prone lowlands. This study was carried out to identify the
activation of the enzyme alcohol dehydrogenase (ADH) during the flood, as a possible mechanism for the survival of
yellow passion fruit seedlings. The activity of the ADH enzyme was assessed on days 0, 1, 3, 7, 9 and 14, with and
without flooding, on rooted yellow passion fruit seedlings germinated during three and a half months. In the roots of
the yellow passion fruit seedlings in flood conditions, the activity of the ADH enzyme showed a significant increase
compared to seedlings under normal irrigation (no flooding). These results suggest that the activity of the alcohol de-
hydrogenase enzyme involved in anaerobic metabolism, is a possible mechanism for survival of yellow passion fruit
seedlings waterlogged in short periods of flooding.

Key words: enzymatic activity, ADH, alcoholic fermentation, flooding, anaerobic metabolism
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Introduccién

Durante la inundaciéon o anegamiento, la transferen-
cia de oxigeno y otros compuestos entre el suelo y
la atmésfera se bloquea, y el poco O, disuelto dispo-
nible en el agua es consumido por las plantas, fauna
del suelo y microorganismos hasta su total agotamien-
to (Joshi & Kumar, 2012). Ante la baja disponibilidad
de O: (hipoxia) o ausencia de oxigeno (anoxia), se
afecta el funcionamiento normal de las plantas, prin-
cipalmente por la disminucién de la sintesis de ATP,
causando marchitamiento en las plantas anegadas
(Sairam et al, 2008). A pesar de la crisis energética
que sufren las plantas ante la deficiencia de oxigeno
por efecto de inundaciones, se han encontrado en
diferentes especies de cultivo adaptaciones que les
permiten tolerar las condiciones anaerdbicas provoca-
das por el anegamiento (Nishiuchi et al,, 2012). Entre
estas adaptaciones encontramos cambios anatémicos
como la formacién de raices adventicias con interco-
nexiones longitudinales de espacios de gas llamados
aerénquima, que permiten la aireacion interna entre
brotes y raices (Voesenek et al.,, 2006), o la formacién
de barreras para evitar la pérdida radial de O, a la ri-
z6sfera (Armstrong et al.,, 2000). También se producen
cambios metabdlicos que incluyen disminucion de la
absorcion y de la asimilacion de fuentes de nitrogeno,
activacion de la respiracion anaerobia, mantenimien-
to del suministro de carbohidratos para la respiracion
anaerobica, control de la acidificacion citoplasmatica
y desarrollo del sistema de defensa antioxidante (Chen
& Qualls, 2003; Kumutha et al., 2008; Oliveira et al.,
2013; Roberts et al, 1984), los cuales permiten a las
plantas seguir creciendo y sobrevivir en entornos de
poca disponibilidad de oxigeno (Medina et al., 2009).

El oxigeno es vital para la produccién de energia de
la célula, y su presencia es determinante para las acti-
vidades metabdlicas y la produccién de ATP, al ser el
aceptor de electrones en la via de la fosforilacion oxi-
dativa. Es por esto que muchas de las investigaciones
en plantas se han enfocado en la presencia y funcién
de vias de fermentacién como mecanismo de rescate
metabdlico cuando la respiracion se detiene debido a
la anoxia por el anegamiento del suelo (Dennis et al.,
2000). En plantas, las vias de fermentacién no se pre-
sentan bajo condiciones normales de oxigeno, pero su
rapida induccion por un bajo suministro de oxigeno su-
giere un mecanismo de supervivencia ante la poca oxi-
genacion. El sistema de raices es el objetivo principal
ante la deficiencia de oxigeno por el anegamiento, de-
bido a los diversos trastornos metabélicos que ocurren
en el tejido de la raiz, que en dltima instancia afecta
al rendimiento global de la planta (Kulkarni & Chavan,
2013). Estudios de la respuesta de raices de plantulas
de maiz al tratamiento anaerdbico han revelado que la
sintesis normal de proteinas solubles aerébicas se re-
duce, mientras que un conjunto de 20 proteinas anae-
robicas (ANPs) se sintetizan selectivamente, siendo
estas identificadas como enzimas que intervienen en

la glucdlisis y en el metabolismo fermentativo (Sachs
et al., 1980). De este grupo de proteinas anaerobicas,
la enzima que cataliza la fermentacion alcohdlica, la al-
cohol deshidrogenasa (ADH), es la mas estudiada, y su
mayor induccién por efecto de la anaerobiosis se ha
demostrado en especies de importancia econémica
como Zea mays, Glycine max, Euterpe oleracea, Oryza
sativa, Hordeum vulgare, Pennisetum glaucum, Dios-
corea cayenensis, Ipomoea batatas y Echinochloa crus-
galli (Borella et al, 2014; Fukao et al., 2003; Gaut &
Clegg, 1991; Huang et al., 2002; Johnson et al.,, 1994;
Menezes et al., 1995; Oluoha, 1995; Wignarajah et al.,
1976). Este aumento significativo de la actividad de la
enzima ADH, es una caracteristica considerada de to-
lerancia al estrés por exceso de agua, razon por la cual
es importante la exploraciéon de mecanismos de resis-
tencia a nivel metabdlico en especies de importancia
econdémica como el maracuyd amarillo, cuyo atributo
podria ser utilizado en programas de mejoramiento
del cultivo (Roorkiwal & Chand, 2012).

El maracuya amarillo (Passiflora edulis var. flavicarpa
Deg), es uno de los frutales de cultivo mas apetecidos
para el consumo en muchos paises del mundo, encon-
trandose cultivos de gran produccion en Colombia,
Venezuela, Ecuador, Perd, Brasil, Hawai, Taiwan, India,
Sud-Africa, Srilanka, Kenia, Nueva Guinea y Australia
(Potosi et al.,, 2008). En Colombia, en el Valle del Cau-
ca se tienen cultivos de maracuyda amarillo en areas de
siembra de 919 hectareas, de las cuales 619 hectareas
(~67%) se encuentran al norte del departamento en
los municipios de Roldanillo, La Unién y Toro, zona
denominada distrito RUT. Esta zona del Valle del Cau-
ca, correspondiente a una parte del valle geogréfico
del rio Cauca, con una alta capacidad para produccién
agropecuaria, de tierras planas y fértiles, presenta cier-
tas limitaciones para su labrado debido a las variacio-
nes del clima, con épocas de sequias e inundaciones,
siendo estas dltimas ocasionadas por el desbordamien-
to del rio Cauca y sus tributarios (Sierra, 2008). Dichas
inundaciones en el pais, especialmente las presentadas
en la segunda mitad del afno 2010, y repetida en abril
de 2011 por el denominado fenémeno de La Nifa,
generaron pérdidas parciales y totales de los cultivos
de maracuya amarillo en la zona (CORPOICA, 2011),
pasando de tener el mejor rendimiento de cultivo de
maracuya del pais en el 2010 con 35 ton/ha, a 8,6 ton/
ha para el afo 2011 (DANE, 2012). Teniendo en cuen-
ta el efecto de las inundaciones sobre el rendimiento
del cultivo de maracuya, es de gran importancia inten-
sificar el estudio direccionado al diseno de estrategias
alternativas para mantener el cultivo en condiciones
ambientales adversas con objeto de evitar la pérdida
total de la produccion de maracuya.

Uno de los pilares importantes para desarrollar este
tipo de estrategias es el entendimiento de los meca-
nismos que presentan las plantas para responder a
determinado estrés, siendo la activacién del metabo-
lismo anaerobio una de las respuestas ante el estrés
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por anegamiento. En el presente estudio se compard
la actividad de la enzima ADH de raices de plantulas
de maracuya amarillo en condiciones de anegamiento
y en condiciones normales de riego. Los resultados de-
muestran que la actividad de la enzima ADH en raices
de plantulas de maracuya amarillo en condiciones de
anegamiento difiere significativamente de las raices en
condiciones normales de riego. Este aumento signifi-
cativo de la actividad de la enzima ADH en raices de
plantulas de maracuya amarillo sometidas a condicio-
nes de inundacién, demuestran la presencia de una
posible estrategia de sobrevivencia de las plantulas de
maracuyd ante el anegamiento a corto plazo.

Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Semillas de cultivo de maracuya amarillo (Passiflora
edulis var. flavicarpa) de la zona norte del departa-
mento del Valle del Cauca fueron seleccionadas y pro-
porcionadas por los agricultores del distrito de riego
Roldanillo, La Unién y Toro (distrito RUT), en el valle
geografico del rio Cauca. Estas se plantaron en bol-
sas de polietileno de 9 x 12” con sustrato de tierra
enriquecido, tratado con fungicida TECTO 500 SC, y
durante dos meses se mantuvieron con suficiente su-
ministro de agua en el invernadero del Laboratorio de
Suelos y Aguas (LASA) de la Universidad del Valle sede
Meléndez. Después de los dos meses, se trasplanta-
ron plantulas con altura entre 15 y 20 cm, en cubetas
plasticas individuales de 12 litros, con las mismas con-
diciones de suelo y riego descritas anteriormente. Para
el inicio del experimento se tomaron 18 plantulas de
tres meses y medio desde que germinaron, y se selec-
cionaron aleatoriamente 9 de los contenedores para
el tratamiento con inundacién, condicion que se logré
mediante inundacién del contenedor manteniendo la
l[amina de agua 2 cm por encima del nivel del suelo, y
los otros 9 contenedores se mantuvieron en condicio-
nes normales de riego. El experimento tuvo una dura-
cioén de catorce dias en condiciones semicontroladas
en el invernadero del LASA, y para cada recipiente en
condiciones de anegamiento se realizé el monitoreo
del contenido de oxigeno disuelto (O.D) y temperatu-
ra (°C) del agua en cada unidad de tiempo, utilizando
un oximetro YSI 550A.

A partir de estas dos variables se determiné el porcenta-
je de saturacion de O; en el agua de los suelos del trata-
miento de inundacion, el cual mostré una disminucion a
lo largo del periodo del experimento (figura 1).

Toma de muestras

Se tomaron muestras de 2 cm de la zona apical de
las raices en los dias 0, 1, 3, 7, 9 y 14 para ambos
tratamientos. Las muestras de raiz de plantulas con
tratamiento de inundacion al dia 14 fueron tomadas
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Figura 1. Porcentaje de saturacién de oxigeno del agua en
el tratamiento de inundacién en las diferentes unidades de
tiempo.

de raices adventicias, menos de las plantulas desig-
nadas con los ndmeros 4 y 7, las cuales presentaron
poca emergencia de dichas raices (aproximadamente
0,3 cm de largo en promedio para cada plantula), en
comparaciéon con las demas que presentaron raices
adventicias de hasta 2 cm de largo. Las muestras fue-
ron procesadas inmediatamente para el analisis bioqui-
mico. Las muestras se tomaron de la zona apical de las
raices debido a su importancia en el metabolismo de
la raiz y por su sensibilidad a la anoxia (Chen & Qualls,
2003).

Extraccion y ensayo de la alcohol deshidrogenasa
(ADH)

La extraccion y determinacion de la actividad enzi-
matica de la ADH (Alcohol: NAD oxidorreductasa,
E.C.1.1.1.1) se realiz6 como se describe en Fukao et
al. (2006). La proteina cruda se extrajo a partir de apro-
ximadamente 100 mg de tejido fresco de cada mues-
tra, con un mortero pre-enfriado sobre hielo y 0,4 ml
de buffer de extraccién frio que contenia Tris-HCI (pH
9,0) 100 mM, MgCl, 20 mM y mercaptoetanol 0,1 %
(v/v). Los extractos fueron centrifugados por 15 min a
13500 rpm y posteriormente la fraccion sobrenadante
se analizé para la actividad enzimatica de la ADH. La
mezcla de la reaccion (1,2 ml) incluia 60 pl de extrac-
to, Tris-HCI (pH 9,0) 50 mM y NAD 0,10 mM. El etanol
(60 pl) se anadio para iniciar la reaccion, y la actividad
de la ADH se determiné espectrofotométricamente a
340 nm por la reduccién del NAD* a temperatura am-
biente por 2 min. Adicionalmente, se determiné la con-
centracion de proteinas en los extractos crudos por el
método de Bradford (1976), con BSA como estandar.
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Diseiio del estudio y andlisis estadistico

El experimento realizado fue exploratorio, con el ani-
mo de evaluar las diferencias de la actividad de la
enzima ADH, de raices de tres plantulas de maracuya
amarillo, en condiciones de inundacién en compara-
cién con tres plantulas en condiciones normales (sin
inundacion). El experimento fue realizado por triplica-
do y se realizé un analisis descriptivo para observar el
comportamiento de los datos de actividad enzimatica
de las plantulas en el tratamiento con inundacion y
sin inundacion y a través del tiempo de duracion del
experimento (unidad de tiempo: dia0, 1,3, 7,9y 14).
Teniendo en cuenta las medidas de las variables de
respuesta (actividad enzimatica y actividad enzimatica
especifica de la ADH) en diferentes unidades de tiem-

po del experimento sobre cada unidad experimental
(plantula) para ambos tratamientos, el andlisis se plan-
te6 como un diseno de medidas repetidas para asi po-
der controlar el efecto de tiempos desiguales sobre el
desarrollo de la respuesta en cada plantula para cada
tratamiento. Para efectos del andlisis estadistico, no se
tomaron en cuenta las variaciones de las repeticiones
del experimento ya que no presentaron diferencias sig-
nificativas.

Los datos fueron transformados por logaritmo natural
(LN) para ajustarlos a un modelo lineal mixto de coefi-
cientes aleatorios, cuyos residuales tienen una distribu-
cion normal multivariada y existe una homogeneidad
en la varianza para ambas variables de respuesta (fi-
gura 2). A partir de los efectos fijos de las mediciones
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Figura 2. Gréfico de residuales vs valores predichos, y de normalidad de las variables de respuesta actividad enzimatica ADH y

actividad enzimdtica especifica ADH.
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repetidas se estimé el modelo lineal para ambas varia-
bles de respuesta a lo largo del tiempo. También, se
realizé un andlisis de contraste entre mediciones repe-
tidas para determinar la significancia en las diferencias
encontradas entre los tratamientos, las unidades de
tiempo y la interaccion para los datos de actividad en-
zimatica y actividad enzimdtica especifica de la ADH.
Por dltimo, se determinaron las diferencias entre los
dos tratamientos en cada dia mediante comparacion
de efectos principales, permitiendo precisar el signifi-
cado del efecto de la interaccion tiempo-tratamiento
(Arnau & Bono, 2008). Para estos anadlisis estadisticos
se utilizé el PROC MIXED de SAS 9.3 bajo la licencia de
la escuela de estadistica de la Universidad del Valle.

Resultados

La actividad enzimatica de la ADH en raices de plan-
tulas de maracuya amarillo aumenté rapidamente des-
pués del primer dia de inundacién hasta el noveno dia.
Al dia 14, la respuesta de la actividad de la ADH dismi-
nuy6 un poco. Sin embargo, esta seguia siendo mayor,
en comparacién con la estabilidad de la actividad en
las plantulas en condiciones normales, sin inundacion
(figura 3).
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Después de 9 dias de inundacion, la actividad de la en-
zima ADH mostré el maximo incremento, de 3 veces
respecto al tiempo O de inundacion, y una alta varia-
cion de los datos. Por el contrario, en las plantulas sin
inundar, la actividad de la enzima se mantuvo estable
y con poca variacion de los datos a lo largo del tiempo
(tabla 1).

El andlisis estadistico de los datos descritos en la fi-
gura 3 mostré que las diferencias encontradas en la
respuesta de la enzima ADH a los tratamientos de
inundacioén y sin inundacion son significativas (P<0,1),
al igual de las diferencias entre las unidades de tiempo
y la interaccion tratamiento-tiempo de la actividad en-
zimdtica (tabla 2).

Al comparar los valores de la actividad enzimatica
entre los tratamientos en cada unidad de tiempo se
demostré que las diferencias significativas (P<0,1) se
dan a partir del dia 3 hasta el dia 14 de finalizacion del
experimento (tabla 3).

Teniendo en cuenta la respuesta de la actividad de la
enzima en cada una de las plantulas del experimen-
to, se encontré una respuesta variada a lo largo del
tiempo en cada uno de los individuos de la poblacién,
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Figura 3. Diagrama de cajas de la actividad de la enzima ADH en las diferentes unidades de tiempo: Tratamiento sin inundacién

(izq.); Tratamiento con inundacién (der.). grPF= gramo de Peso Fresco.
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y es de destacar el gran aumento de la actividad de
la enzima en las raices de las plantulas inundadas en
comparacién con las no inundadas, y por otro lado,
la poca variacion de la actividad de la enzima en las
plantulas No. 4 y 7, que ademas presentaron diferen-
cias de formacion de raices adventicias mostrando una
velocidad de emergencia menor (menos de 0,05 cm/
dia) con respecto al resto de las plantulas (aprox. 0,3
cm/dia) en condiciones de inundacién. La tendencia
de la actividad de la enzima en la planta No. 7 es si-
milar a la de las plantas en condiciones normales (sin
inundacion), y en la planta No. 4 tiende a aumentar
la actividad de la enzima pero en menor proporcion
respecto al resto de plantas en condiciones de inunda-
cion (figura 4).

Tabla 1. Medias y desviacién estandar de la actividad
enzimdtica de la ADH de raices de pldntulas de maracuya
amarillo en cada tratamiento (Sin Inundacién vs Inundacién)
por unidad de tiempo (dia 0, 1,3, 7,9y 14). Media +
desviacién estandar (DS).

Actividad Enzimatica ADH
Dia (pmol.min"'.gPF")
Sin Inundacién Inundacion

0 0,430,13 0,45%0,15

1 0,47+0,16 0,530,17

3 0,41%0,15 0,88%0,60

7 0,34%0,18 1,29£0,58

9 0,33%£0,14 1,34£0,63
14 0,40£0,09 0,96%0,45

El modelo encontrado finalmente para la actividad de
la enzima alcohol deshidrogenasa a lo largo del tiem-
po en cada tratamiento (figura 5) muestra un patrén
creciente en la respuesta de la actividad de la enzima
en las plantulas de maracuyd amarillo por efecto del
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Figura 4. Tendencia de la actividad enzimdtica de la ADH de
cada plantula de maracuyd amarillo a lo largo del tiempo.

tratamiento inundacién y del tiempo de exposicion a
la inundacién, en contraste con el tratamiento sin inun-
dacion que no muestra una tendencia a aumentar sino
a mantenerse a lo largo del tiempo.

Por otro lado, tenemos que la actividad enzimatica es-
pecifica de la ADH muestra una tendencia a ser mayor
en plantulas sometidas a inundacién en comparacion
con las que se encuentran en condiciones normales,
pero no se visualiza un efecto marcado a lo largo del
tiempo (figura 6).

A pesar de que el contraste entre las mediciones mues-
tra estas diferencias en el tratamiento pero no en el
tiempo para la actividad especifica, se encontré que
hay un efecto de la interaccion entre el tratamiento y
la unidad de tiempo (tabla 2). El andlisis de las diferen-
cias de la interaccion tratamiento-tiempo se observan
en la tabla 3, donde se demuestra que existen diferen-
cias significativas entre los tratamiento con inundacién

Tabla 2. Comparacién de los efectos fijos y su interaccién para las variables actividad enzimdtica y actividad enzimatica especifica

de la ADH de raices de plantulas de maracuyd amarillo.

Variable de Respuesta Fuente de Variacion | gl. Num." | gl. Den.? F P_valor
Tratamiento 1 16 4,02 0,0622
A(:thldagI Enzmlatlca ADH Tiempo ] 88 6,47 0,0127
(umol.min.gPF")
Tratamiento*Tiempo 1 88 18,41 <,0001
Tratamiento 1 12,2 3,38 0,0905
Actlwdagl Enzmahca} Esqpeaflca ADH Tiempo 1 88 1,97 0,1642
(umol.min.mgProteina’)
Tratamiento*Tiempo 1 88 3,22 0,0762

' Grados de Libertad del Numerador

2Grados de Libertad del Denominador
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Figura 5. Estimacién del modelo para la variable de respues-
ta actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa en los tra-
tamientos inundacién y sin inundacién a lo largo del tiempo.

y sin inundacién a partir del dia 3 hasta el dia 9 del
experimento.

Tabla 3. Diferencias entre los tratamientos con inundacién y
sin inundacién en cada unidad de tiempo para las variables
de respuesta actividad enzimatica y actividad enzimdtica
especifica de la ADH de raices de pldntulas de maracuya.

Actividad Enzimatica
Actividad Enzimatica ADH Especifica ADH
(umol.min'.gPF") (umol.min™.
mgProteina™)
. Unidad d
Unidad de n.l ad de
e () Pr > |t] Tiempo Pr> |t]
P (dia)
0 0,8693 0 0,6028
1 0,4661 1 0,3219
3 0,0386 3 0,0871
7 0,0002 7 0,0002
9 <.0001 9 <.0001
14 0,0015 14 0,28
Discusién

La baja disponibilidad de oxigeno es un componen-
te muy importante en la respuesta metabdlica de las
plantas ante el estrés por anegamiento. Estudios so-
bre el efecto de la inundacion en la respuesta de la
actividad de las enzimas del metabolismo anaerobio
como la ADH sugieren esta respuesta como un me-
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Figura 6. Estimacién del modelo para la variable de respues-
ta actividad enzimatica especifica alcohol deshidrogenasa en
los tratamientos inundacién y sin inundacién a lo largo del
tiempo.

canismo de tolerancia al estrés debido al déficit de
oxigeno (Agarwal et al, 2007). La tendencia de au-
mento encontrada en la actividad de la enzima ADH
de las raices de plantulas de maracuya amarillo ante
el anegamiento, comparado con la actividad en con-
diciones normales, proporciona la evidencia de que
la fermentacion alcohdlica en estas plantas se activa,
como un mecanismo para la produccion de energia
en condiciones de estrés por la ausencia del oxigeno.
La razon por la cual la fermentacion alcohdlica es de
gran importancia durante la inundacion es que en este
proceso ocurre la regeneracion continua de NADH en
el citoplasma (Kimmerer, 1987). Por tanto el proceso
de glicolisis continda y se genera energia en forma de
ATP para el mantenimiento del metabolismo de las rai-
ces para la supervivencia de las plantas, ya que en au-
sencia de oxigeno (en condiciones andxicas), el ciclo
de Krebs y la fosforilacion oxidativa dependiente de
la disponibilidad de oxigeno se bloquean (Hossain &
Nasir, 2011).

A pesar de que se muestra una mayor actividad de la
enzima ADH de las raices de las plantulas de maracuya
en condiciones de anegamiento respecto a las condi-
ciones normales de riego, se encontré que a lo largo
del tiempo la actividad de la enzima aumenta solamen-
te después del primer dia hasta los 9 dias de inunda-
cién y luego disminuye. La poca actividad enzimatica
durante el primer dia de inundacién posiblemente se
debio a la disponibilidad de oxigeno audn presente du-
rante ese periodo de tiempo, ya que al tener en cuen-
ta los valores del porcentaje de saturaciéon de O, del
agua de inundacion (figura 1), se encontré que: segin
el estatuto de calidad del agua introducido por Dun-
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nette desde 1979, el porcentaje de saturacién de O
para el dia 0 indica un buen entorno (75-89%), y para
el dia 1 indica una limitada disponibilidad de oxigeno
(60-74%), mostrando que es menor respecto al dia 0
pero aun esta disponible para la planta. A partir del dia
3 se empieza a tener un medio con escasa saturacion
de oxigeno (<60%) hasta el final del experimento al
dia 14, lo cual corresponde a la rapida induccién de la
actividad de la enzima a partir de este dia (3) hasta el
dia noveno. Se encontraron diferentes posibles causas
por las cuales la actividad de la enzima en el dia 14
muestra una menor actividad respecto al noveno dia.
El hecho de que las muestras de este dia hayan sido
tomadas de raices adventicias y no de raices subterra-
neas influye, ya que las raices adventicias se encuen-
tran cerca de la superficie del agua donde hay mayor
disponibilidad de oxigeno disuelto, teniendo en cuen-
ta que la cantidad de oxigeno disuelto en el agua es
inversamente proporcional a la profundidad (Cifuentes
& Torres, 2003). Por otro lado, existe la posibilidad, de
que estas raices adventicias generadas por las plantu-
las presenten espacios aéreos (aerénquima) que segun
el estudio de Escobar (2013) se generan en las raices
adventicias de maracuya amarillo en condiciones de
anegamiento, permitiendo de esta manera hacer uso
del oxigeno disponible tanto de la superficie del agua
como del oxigeno almacenado en los espacios aéreos
para activar su metabolismo normal y disminuir la de-
pendencia de obtencion de energia por la via fermen-
tativa. Otra de las posibles razones por las cuales la
actividad de la enzima fue menor al dia 14, es el tiem-
po de exposicion a las condiciones de anegamiento,
donde estudios en Arabidopsis han mostrado que la
actividad de la ADH es necesaria para la resistencia al
anegamiento a corto plazo (Ellis et al,, 1999), es decir
que su activacion es importante solamente los prime-
ros dias de inundacién. Comparando estos estudios
con la respuesta de la actividad enzimatica del ADH en
maracuyd, se puede demostrar que este mecanismo
de rescate por medio de la activacion del metabolis-
mo anaerdbico es de gran importancia para su super-
vivencia durante los primeros 9 dias de inundacion.
Posiblemente, la induccién de la ADH para periodos
de inundacién mayores a 9 dias no sea por si sola la
causa de supervivencia de las plantulas de maracuya
durante el anegamiento.

La respuesta de la actividad de la enzima ADH pre-
senté una gran variacion entre los individuos en el
tratamiento de inundacién, encontrando tanto plan-
tulas que aumentaron significativamente su actividad
enzimatica, asi como plantulas “como las numeradas
4y 7" que presentaron la peculiaridad de manifestar
una poca activacion de la enzima respecto al resto de
las plantas inundadas, y que de hecho no generaron
raices adventicias a la misma velocidad que el resto
de las plantulas del experimento con tratamiento de
inundacioén. Estas variaciones encontradas dentro de
la poblacion podrian sugerir una variabilidad genética

que esté generando este comportamiento de la activi-
dad de la enzima ADH en los diferentes individuos. Por
ejemplo, la caracteristica observada en las plantulas
No. 4 y 7 podrian relacionarse con la variacién de un
factor de induccion que afecta ambos atributos en las
plantas (la actividad de la enzima ADH vy la formacién
de raices adventicias), donde la expresion de un gen
puede influenciar y finalmente modular la respuesta a
la inundacion, en diferentes caracteristicas incluyendo
la respuesta de la fermentacion etandlica (Fukao et al.,
2006), siendo esto una aproximacioén teérica de lo que
podria estar sucediendo a nivel molecular para que se
presenten las variaciones observadas en las plantulas
de maracuyd amarillo en condiciones de inundacion.

Este estudio provee evidencias de un posible mecanis-
mo de sobrevivencia de plantulas de maracuya amari-
llo a las condiciones de hipoxia o anoxia a corto plazo,
consecuencia de la inundacién, al activar la enzima
ADH implicada en el metabolismo anaerobio, donde
las plantulas anegadas presentaron una actividad enzi-
matica de la ADH hasta tres veces mayor en compara-
cion a las plantulas en condiciones normales de riego.
Se propone la exploraciéon de otros rasgos como son
la presencia de barreras para evitar la pérdida radial de
oxigeno y mecanismos de regulacion y senalizacion
a nivel molecular responsables de desencadenar res-
puestas consideradas de tolerancia a la inundacién, lo
cual sera de relevancia para el conocimiento del com-
portamiento del cultivo de maracuyd en condiciones
de anegamiento.

Agradecimientos

Especialmente a la profesora Neyla Benitez directora
del Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas
(LIM), por facilitar el espacio y material para la realiza-
cion de los experimentos, al estadistico Diego Tovar
por su valiosa ayuda en el andlisis estadistico, y a los
cultivadores del distrito RUT quienes proporcionaron
las semillas. El presente trabajo se logré realizar en el
marco del proyecto “Evaluacion de los cambios en la
Relacion Agua-Suelo-Planta-Atmosfera (RASPA), en
condiciones de anegamiento en la IFAN. Aplicado al
caso Maracuya - Passiflora edulis, post inundaciones
2010”. Agradecimiento a la Universidad del Valle que
financié este proyecto y brindé infraestructura para
desarrollar los diferentes procesos de este trabajo.

Referencias

Agarwal, S., A. Kapoor, O. S. Lakshmi & Grover, A. (2007). Produc-
tion and phenotypic analysis of rice transgenics with altered
levels of pyruvate decarboxylase and alcohol dehydrogenase
proteins. Plant Physiology and Biochemistry, 45, 637-646.

Armstrong, W., D. Cousins, J. Armstrong, D. W. Turner & Beckett,
P. M. (2000). Oxygen distribution in wetland plant roots and
permeability barriers to gas-exchange with the rhizosphere: a
microelectrode and modelling study with Phragmites australis.
Annals of Botany, 86, 687-703.

Efecto del anegamiento en la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa 121



Arnau, J. & Bono, R. (2008). Estudios longitudinales de medidas re-
petidas: Modelos de diseno y andlisis. Escritos de Psicologia,
2(1), 32-41.

Borella, J., Amarante, L., Colares, D., Barneche, A. C. & Bolacel, E.
J. (2014). Waterlogging-induced changes in fermentative meta-
bolism in roots and nodules of soybean genotypes. Sci. Agric.,
71(6), 499-508.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quanti-
tation of microgram quantities of protein utilizing the principle
of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.

Chen, H. & Qualls, R. G. (2003). Anaerobic metabolism in the roots
of seedlings of the invasive exotic Lepidium latifolium. Environ-
mental and Experimental Botany, 50, 29-40.

Cifuentes, J. & Torres, M. (2003). El océano y sus recursos Il. Las cien-
cias del mar. México: Fondo de Cultura Econdmica.

CORPOICA (Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecua-
ria). (2011). Estrategias de respuesta de CORPOICA para mitigar
el impacto de las inundaciones sobre la agricultura colombiana.
Rehabilitacion de la capacidad productiva de los suelos afecta-
dos por las inundaciones, en el Valle del Cauca. Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural. Recuperado de http://www.
palmira.gov.co/potpaigr/02.%20INFORMACION%20REGIO-
NAL/Documentos%20consulta/Corpoica_Norte_del_Valle.pdf

DANE (Departamento Administrativo Nacional de Estadistica).
(2012). Insumos y factores asociados a la produccion agrope-
cuaria. Pasiflordceas en Colombia. Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural. Reptblica de Colombia. Recuperado de
https://www.dane.gov.co/files/investigaciones/agropecuario/
sipsa/insumos_factores_de_produccion_noviembre_2012.pdf

Dennis, E. S., Dolferus, R., Ellis, M., Rahman, M., Wu, Y., Hoeren,
F. U., Grover, A., Ismond, K. P., Good, A. G. & Peacock, W. J.
(2000). Molecular strategies for improving waterlogging tole-
rance in plants. Journal of Experimental Botany, 51 (342), 89-97.

Dunnette, D. A. (1979). A geographically variable water quality in-
dex used in Oregon. Journal of the Water Pollution Control Fe-
deration, 51(1), 53-61.

Ellis, M. H., Dennis, E. S. & Peacock, W. J. (1999). Arabidopsis roots
and shoots have different mechanisms for hypoxic stress tole-
rance. Plant Physiology, 119, 57-64.

Escobar, J. S. (2013). Caracteristicas morfologicas y anatémicas de
maracuya (Passiflora edulis) sometida a anegamiento. Universi-
dad del Valle, Cali, Colombia.

Fukao, T., Kennedy, R. A., Yamasue, Y. & Rumpho, M. E. (2003).
Genetic and biochemical analysis of anaerobically induced en-
zymes during seed germination of Echinochloa crus-galli varie-
ties tolerant and intolerant of anoxia. Journal of Experimental
Botany, 54 (386), 1421-1429.

Fukao, T., Xu, K., Ronald P. C. & Bailey-Serres, J. (2006). A variable
cluster of ethylene response factor-like genes regulates meta-
bolic and developmental acclimation responses to submergen-
ce in rice. The Plant Cell, 18, 2021-2034.

Gaut, B. S. & Clegg, M. T. (1991). Molecular evolution of alcohol
dehydrogenase 1 in members of the grass family. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88, 2060-2064.

Hossain, A. & Nasir, S. (2011). Mechanisms of waterlogging tole-
rance in wheat: Morphological and metabolic adaptations un-
der hypoxia or anoxia. Australian Journal of Crop Science, 5(9),
1094-1101.

Huang, Y., Picha, D. H. & Kilili, A. W. (2002). Atmospheric oxygen
level influences alcohol dehydrogenase and pyruvate decar-
boxylase activities in sweetpotato roots. J. Plant Physiol., 159,
129-136.

Johnson, J. R., Cobb, C. & Drew, M. C. (1994). Hypoxic induction of
anoxia tolerance in roots of Adh1 Null Zea mays. Plant Physiol.,
105, 61-67.

Joshi R. & Kumar, P. (2012). Lysigenous aerenchyma formation invol-
ves non-apoptotic programmed cell death in rice (Oryza sativa
L.) roots. Physiol Mol Biol Plants, 18(1), 1-9.

Kimmerer, T. W. (1987). Alcohol dehydrogenase and pyruvate de-
carboxylase activity in leaves and roots of eastern cottonwood
(Populus deltoids Bartr.) and soybean (Glycine max L.). Plant
Physiol., 84, 1210-1213.

Kulkarni, S. S. & Chavan, P. D. (2013). Study of some aspects of
anaerobic metabolism in roots of finger miller and rice plants
subjected to waterlogging stress. International Journal of Bo-
tany, 2013, 9 (2),1-6.

Kumutha, D., Sairam, R.K., Ezhilmathi, K., Chinnusamy, V. & Meena,
R.C. (2008). Effect of waterlogging on carbohydrate metabo-
lism in pigeon pea (Cajanus cajan L.): Upregulation of sucro-
se synthase and alcohol dehydrogenase. Plant Science, 175,
706-716.

Medina, C., Sanches, M. C., Tucci, M. L., Sousa, A. F., Cuzzuol, G.
R. & Joly, C. A. (2009). Erythrina speciosa (Leguminosae-Papilio-
noideae) under soil water saturation: morphophysiological and
growth responses. Annals of Botany, 104, 671-680.

Menezes, M. A., Donizeti, ). & Mota, L. E. (1995). Anaerobic me-
tabolism of Euterpe oleracea. Il plant tolerance mechanism to
anoxia. R. Bras. Fisiol. Veg., 7(1), 47-51.

Nishiuchi, S., Yamauchi, T., Takahashi, H., Kotula, L. & Nakazono, M.
(2012). Mechanisms for coping with submergence and water-
logging in rice. Rice, 5(2), 1-14.

Oliveira, H. C., Freschi, L. & Sodek, L. (2013). Nitrogen metabolism
and translocation in soybean plants subjected to root oxygen
deficiency. Plant Physiology and Biochemistry, 66, 141-149.

Oluoha, U. (1995). Purification and kinetic properties of alcohol de-
hydrogenase from yellow yam tubers (Dioscorea cayenensis).
Plant Science, 107, |-7.

Potosi, C. T., Espinosa, F. & Guevara, P. C. (2008). Comportamiento
agronomico de maracuya Amarillo Passiflora edulis var. flavicar-
pa en condiciones ambientales de sabana inundable, municipio
de Arauca. Universidad Nacional de Colombia, Sede Orino-
quia, Arauca, Colombia.

Roberts, J. K. M., Callis, J., Jardetzky, O., Walbot, V. & Freeling, M.
(1984). Cytoplasmic acidosis as a determinant of flooding in-
tolerance in plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6029-6033.

Roorkiwal, M. & Chand, P. (2012). Sequence similarity based identi-
fication of abiotic stress responsive genes in chickpea. Bioinfor-
mation, 8 (2), 092-097.

Sachs, M. M., Freeling, M. & Okimoto, R. (1980). The anaerobic pro-
teins of maize. Cell, 20, 761-767.

Sairam, R. K., Kumutha, D., Ezhilmathi, K., Deshmukh, P. S. & Sri-
vastava, G. C. (2008). Physiology and biochemistry of water-
logging tolerance in plants. Biologia Plantarum, 52(3), 401-412.

Sierra, J. A. (2008, Marzo). Embalse de La Salvajina. Inundaciones
otra vez. Procana. Recuperado de http://issuu.com/procana.
org/docs/4_ded7b0d62 2 4fff

Voesenek, L. A. C. J., Colmer, T. D., Pierik, R., Millenaar, F. F. & Pee-
ters, A. J. M. (2006). How plants cope with complete submer-
gence. New Phytologist, 170, 213-226.

Wignarajah, K., Greenway, H. & John, C. D. (1976). Effect of water-
logging on growth and activity of alcohol dehydrogenase in
barley and rice. New Phytol., 77, 585-592.

122

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 114-122



ARTICULO CORTO

Estandarizacion de un protocolo para Northern blot
no radioactivo usado en la deteccion de pequenos RNA
en células Vero

Standardization of Northern blot non-radioactive protocol used
in the detection of small RNAs in Vero line cells

Natalia Campillo-Pedroza’, Juan Pablo Franco Salazar’, Juan Carlos Gallego- Gomez

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.48522

Resumen

El interés en la deteccion, identificacion, y caracterizacién funcional de los pequenos RNAs no codificantes (SRNAs), ha
generado la necesidad de optimizar las metodologias comidnmente usadas en su deteccion, la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (RT-qPCR) y Northern blot, con el fin de que sean mds sensibles y especificas. A pesar de la baja
sensibilidad del Northern blot, esta metodologia continda siendo de uso comtn en la deteccion de sRNAs porque permite
detectar el RNA pequeno asi como a sus precursores, razén por la cual se usa como una metodologia complementaria en
este tipo de investigaciones. En este trabajo se describe la implementacién de un nuevo protocolo para Northern blot no
radioactivo, con modificaciones dirigidas a mejorar su sensibilidad y especificidad. El disefios de la sonda con la tecnologia
LNA, el marcaje de esta con Digoxigenina y por dltimo la fijacién del RNA a la membrana mediante 1-Ethyl-3-(-3-dimethyla-
minopropyl) carboniimide (EDC) y finalmente se discuten los fundamentos teéricos de estos cambios.

Palabras clave: 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carboniimide), Digoxigenina, Northern blot no radioactivo, Sondas LNA,
SRNAs.

Abstract

The interest in detection, identification and functional characterization of small non-coding RNAs (snRNAs), has generated
the need to optimize the methodologies commonly used in its detection in specificity and sensitivity, The Quantitative
reverse transcription PCR (RT-gPCR) and Northern blot. Even though the low sensitivity of Northern blot, this method con-
tinues to be commonly used in the sRNAs, because its capacity to detect the sSRNA and its precursor, which is the reason
why Northern blot is used as complementary method in this sort of Research.

This work describes the implementation of an innovative non-radioactive Northern blot protocol, with modifications that
improving the sensibility and specificity, with the discussion of the theoretical foundations of such modifications.

Key words: 1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carboniimide), Digoxigenine, Northern blot non-radioactive, LNA probe,
SRNAs.

Recibido: enero 21 de 2015 Aprobado: octubre 23 de 2015

Introduccién

Los pequenos RNA no codificantes (sSRNAs, small non-
coding RNAs) son secuencias involucradas en diversas
funciones celulares, tanto constitutivas como de regu-
lacion. Desde el descubrimiento del primer RNA pe-
queno, lin-4 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993),

* Grupo de Medicina Molecular y de Translacién. Faculta de
jp-salazar04@gmail.com, juanc.gallegomez@gmail.com.

la lista de pequenos RNAs no codificantes ha aumen-
tado, reportandose la participacion de alguno de ellos
en procesos biologicos como corte y empalme de
exones, traduccion genética, desarrollo, diferencia-
cion, muerte celular, control metabdlico, defensa anti-
viral, regulacion de expresion genética transcripcional
y post-transcripcional (Gomes et al.,, 2013; van Wol-
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fswinkel & Ketting, 2010; Winter et al., 2009). La fun-
cién para muchos de estos sSRNAs ailn se desconoce,
por lo cual el interés y la necesidad de su deteccion,
caracterizacion y validacion funcional contindan.

Las metodologias utilizadas para la deteccion de los
sRNAs, enfrentan grandes desafios impuestos por su
tamafo (<200 nucleétidos) y el bajo nivel de expre-
sion de los pequenos RNAs, que en algunos casos no
supera el umbral de deteccion de las técnicas usadas
hasta el momento. Por las limitaciones anteriormente
mencionadas, los métodos mas utilizados para la de-
teccion de sRNAs (RT-qPCR y Northern blot) deben ser
constantemente optimizados para mejorar la sensibili-
dad, especificidad de deteccién y cuantificacion.

El Northern blot es una metodologia directa que permi-
te la deteccion de los pequefos RNAs, sus secuencias
precursoras o intermediarias, evaluar sus propiedades
de expresion y determinar su tamano Wang & Yang
(2010) razén por la cual sigue siendo ampliamente
usado. El proceso general del Northern blot consiste
en extraer RNA total, separarlo por tamafo median-
te electroforesis y transferir e inmovilizar en una su-
perficie solida (membrana). La sonda con secuencia
complementaria al RNA de interés, es marcada con
métodos radioactivos o no radioactivos, luego se in-
corpora en la membrana que contiene el RNA inmo-
vilizado y finalmente la hibridacion con la secuencia
complementaria es detectada.

Para la metodologia Northern blot se han publicado
diferentes protocolos que varian principalmente en el
disefo y marcaje de la sonda, donde cominmente se
utilizan sondas de DNA marcadas con fésforo radio-
activo (**P) (Gurman S Pall & Hamilton, 2008; Vara-
llyay et al., 2008). Un nuevo protocolo para Northern
blot no radiactivo denominado LED (LNA-EDC-DIG),
fue reportado Kim et al. (2010), integra tres metodo-
logias desarrolladas separadamente, que modifican a
su vez tres aspectos del proceso determinantes de la
especificidad y sensibilidad del Northern blot. Las mo-
dificaciones consisten basicamente en remplazar las
sondas de oligonucleétidos de DNA, por sondas que
contienen acidos nucleicos bloqueados o no accesi-
bles (Locked Nucleic Acid, LNA). La inmovilizacion del
RNA en la membrana, que normalmente se hace con
luz ultravioleta (UV), es remplazado por el uso de EDC
(1-Ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carboniimide)).
Adicionalmente, el uso de radiois6topos (*P), el mé-
todo mas comuin de marcaje de sondas, con el cual se
deben asumir todos los riegos de la radioactividad, es
sustituido por el uso de Digoxigenina (DG).

Este nuevo protocolo aumenta la sensibilidad y espe-
cificidad en la deteccion de pequefios RNAs por Nor-
thern blot, por lo que su uso e implementacion en los
estudios de deteccion, caracterizacion y funcionalidad
de nuevos sRNAs sera de gran utilidad. Por lo anterior,
la descripcion de la implementacién y modificaciones
realizadas de este protocolo usado en la deteccion de

un RNA pequefo, asi como la explicacion y discusion
de los fundamentos tedricos de las modificaciones
planteadas son el objetivo de este trabajo.

Materiales y Métodos

Extraccion de RNA total a partir de células Vero

Todas las extracciones de RNA total se hicieron
con TRl-reagent (Sigma™), de manera breve 4x10°
células Vero fueron lavadas con PBS 1X para eliminar
proteinas, se re-suspendieron en 1ml de Trizol, se
incubaron 3 minutos (min) a temperatura ambiente
(TA), se adicion6 200ul de Cloroformo (Merck™) y se
centrifugdé a 5000 revoluciones por minuto (rpm) du-
rante 15 min, se tomo la fase acuosa y se adiciond
Isopropanol frio, se incub6 durante 10 min a -20°C,
nuevamente se centrifugdé a 5000 rpm durante 10 min
usando microcentrifuga (Eppendorf™, 5810 R). El pe-
llet se lavé con Tml de Etanol al 75% con vortex sua-
ve, se centrifugd nuevamente a 10.700 rpm durante
5 min, se dejo secar el etanol a TA y posteriormente
se re-suspendié el pellet en 100ul de agua tratada con
DEPC. Con NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) se
determiné pureza y concentracion del RNA extraido.

Northern blot no radioactivo

El RNA extraido, fue evaluado por Northern blot no
radioactivo. Para esto se modificd, implementé y es-
tandarizé el protocolo para detectar miRNAs, pre-
viamente descrito Kim et al. (2010), el protocolo se
desarrollé en 4 pasos (figura 1): 1) Separacion del RNA
en gel de poliacrilamida, 2) Transferencia e inmovili-
zacion del RNA, 3) Pre-hibridacion e Hibridacion de
la sonda, 4) Deteccion del RNA. Para implementar
el protocolo se usé una sonda especifica y comple-
mentaria al RNA pequeno nuclear U6 (snRNA U6, del
inglés small nuclear RNA) conteniendo nucleétidos
modificados LNA (Exiqgon™), como control negativo se
usé una sonda también de nucleétidos modificados
LNA (Exiqon), pero en una secuencia desorganizada
“Scramble”.

1. Separacion del RNA. Se hizo un corrido electro-
forético en gel de poliacrilamida 15% (desnaturali-
zante 7M de drea, Sigma™) utilizando el sistema
Mini-protean (BioRad™, Hercules, CA, USA) vy el
marcador de peso molecular para miRNAs (New
England BioLabs™ - miRNA marker). 2ug de RNA
extraido, se mezclaron con tampoén de carga (Gel
Loading Buffer Il, Sigma™), las muestras y 5ul de
marcador de peso molecular, se desnaturalizaron
a 95°C durante 1 min, luego se cargaron en el gel
y se corrieron aplicando 12.5 v/cm, en camara de
electroforesis MiniProtean (Biorad™).

2. Transferencia e inmovilizacion del RNA. Una vez
finalizado el corrido electroforético, el RNA sepa-
rado fue transferido a una membrana de Nylon
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Figura 1. Esquema ilustrando el protocolo de Northern blot implementado.
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cargada positivamente (Roche™), utilizando el
equipo Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad™), en este equipo se hizo un montaje tipo
sandwich con 3 hojas de papel Whatman cromato-
grafico 3MM (Whatman), la membrana de Nylon,
el gel y finalmente 3 hojas mas de papel cromato-
gréfico, luego se adiciond TBE 1X (89mM Tris base,
89mM acido borico, 2mM EDTA). Para garantizar
la transferencia, esta se realiz6 en cuarto frio a
15V durante 60 min. Transcurridos el tiempo de la
transferencia, se evalud si hubo transferencia del
RNA ala membrana, tinéndola con azul de metile-
no (0.02% azul de metileno, 0.3M NaOAc pH 5.5)
durante 3 a 10 min, en este tiempo se observaron
las bandas de RNA en la membrana, luego el azul
de metileno se lavé con agua destilada. Posterior-
mente se inmovilizé el RNA en la membrana, para
lo cual se humedecié una hoja de papel cromato-
grafico Whatman con solucion EDC (para 24ml de
EDC: 0.753gr de 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carboniimide - Sigma, 245 pl de 1T Methylmidazole
12.5M, se aforé al volumen final en agua tratada
con DEPC), y se incub6 durante 1 hora a 65°C.

Pre-hibridacion e hibridacion de la sonda. Trans-
currida la hora de inmovilizacion la membrana se
lavé con Agua desionizada. Se precalenté a 65°C
el tampdn de hibridacion Ultrahyb (Ambion), a
cada botella de hibridacién se adicion6 15ml del
tampon, se introdujo la membrana conteniendo
los RNA inmovilizados y se incub6é durante 30
min a 37°C para pre-hibridar. Las sondas marcadas
con Digoxigenina y Estreptavidina, para detectar el
miRNA y el marcador de peso molecular, respec-
tivamente, se desnaturalizaron a 95°C durante 1
min, se pusieron en hielo inmediatamente, se adi-
cionaron a la botella de hibridacion conteniendo
la membrana con el RNA y se incubaron nueva-
mente a 37°C durante toda la noche.

Deteccion del RNA. Para realizar el proceso de
deteccion se retiré la membrana de la botella de
hibridacion, se lavé dos veces con tampén de baja
astringencia (2x SSC con 0.1% (p/v) SDS) a 37°C
con agitacion durante 15 min. Dos veces con tam-
pon de alta astringencia (0.1x SSC con 0.1% (p/v)

snRNA U6
1 2 3 4 5

-‘." U6

25nt

SDS) a 37°C durante 5 min. Una vez con tampon
de lavado (1x SSC) durante 10 min, luego se incu-
b6 a 37°C durante 3h en tampén de bloqueo (DIG
wash and Block buffer set, Roche). Posteriormente
se adicionaron los anticuerpos, Anti-Digoxigenin-
AP, Fab fragments (Sigma) en dilucion 1:15.000
y Estreptavidina (Promega) 1:4000, se incubaron
durante 30min a TA. Después de incubar los anti-
cuerpos la membrana se lavé con tampén de lava-
do (DIG wash and Block buffer set, Roche) cuatro
veces durante 15 min a TA. Se incub6 la membra-
na 5 min en Buffer de deteccion (DIG wash and
Block buffer set, Roche) a TA, luego sobre el lado
de la membrana que contiene el RNA, se adicion6
la solucion de deteccion CSPD (Roche) en dilucion
1:100 se dejo a TA durante 5 min, posteriormente
se elimind el exceso de CSPD de la membrana y
se introdujo en una bolsa sellable y resistente al ca-
lor (heat - seleable bag) se incubé durante 15 min
a 37°C, para proceder a su deteccion con casset-
te de revelado y peliculas de alta sensibilidad. Las
peliculas se expusieron durante 30min y Th para
luego ser reveladas.

Resultados y discusién

Con el protocolo descrito anteriormente se observo
sefal cuando el RNA fue evaluado con la sonda es-
pecifica del snRNA U6 (figura 2), un RNA pequefio
nuclear involucrado en el ensamblaje y funcionamien-
to del complejo de corte y empalme celular, con un
tamafo aproximado de 150 nucleétidos (nt). Cuando
se evalud el mismo RNA con la sonda de control ne-
gativo Scramble (con nucleétidos desorganizados) no
se observo sefal (figura 5), lo que indica que la senal
observada con la sonda complementaria al sSnRNA U6
es especifica. Con lo anterior se demuestra la sensibi-
lidad y especificidad del protocolo en la deteccion de
un snRNA constitutivo celular.

Como se menciond inicialmente en este protocolo se
proponen cambios en tres aspectos que contribuyen
a la especificidad, sensibilidad y seguridad de esta téc-
nica, como son el tipo de sonda, su marcaje y el pro-
ceso de inmovilizacion del RNA en la membrana. Para
entender la razon de las modificaciones realizadas y

Scramble (C-)
1 2 3 4 5

25nt

Figura 2. Analisis de Northern blot para detectar el snRNA U6 en RNA extraido de células Vero.
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con el fin de que este protocolo pueda ser implemen-
tado y modificado posteriormente, a continuacion se
explicaran y discutiran los fundamentos teéricos de los
cambios realizados en el mismo.

Diseiio de sondas

Cuando se disefan y sintetizan moléculas similares
a los acidos nucleicos, como las sondas utilizadas en
Northern blotting, tres caracteristicas generales deben
tenerse en cuenta: primero, las moléculas disefiadas
deben ser eficientes en la oligomerizacién. Segundo,
deben tener alta afinidad y reconocimiento selectivo
del acido nucleico complementario; esta propiedad
puede ser medida por los valores de temperatura de
fusion (Tm), con altos valores menor afinidad, valores
bajos mayor afinidad. Tercero, tener buena solubilidad
en agua (Wengel 1999).

Para obtener sondas con oligomerizacién eficiente y
alta afinidad en la hibridacion con las cadenas com-
plementarias de los acidos nucleicos, estas deben ser
disenas de forma tal que la estructura de cada una de
estas sondas tenga una configuracion estructural lo
mas similar posible a la encontrada en los dcidos nu-

OH OH

Base Base
/

, fjf\y\
Hou\/

OH
Configuracion B o 5 Configuracién Ao N
DNA DNA y RNA

Figura 3. Esquema mostrando las configuraciones estruc-
turales de los acidos nucleicos. Configuracién B o S, en al
que se encuentra el DNA. Configuracién A o N en la que se
encuentran tanto el DNA como el RNA. Imagen tomada y
modificada de Wengel, 2009.
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cleicos naturalmente Petersen et al. (2002). Los acidos
nucleicos naturalmente tienen dos configuraciones
estructurales, el tipo A (también llamado tipo N) y el
tipo B (también llamado tipo S). Estas conformacio-
nes estan dadas por los cambios de estructura en los
aztcares de los nucleétidos (Wenge 1999). La ribo-
sa (azdcar del RNA) normalmente se encuentra con
configuracion del tipo A, mientras que el DNA puede
encontrarse en cualquiera de las dos configuraciones
dependiendo del ambiente (fuerza i6nica y humedad
relativa) (Wengel 1999) (figura 3).

Por su parte los LNA (Locked Nucleic Acids) son nu-
cleétidos modificados, su estructura se caracteriza por
tener un puente de metileno que conecta el 2"-Oxi-
geno con el 4”-Carbono de la ribosa (figura 4). Este
puente resulta en una conformacién bloqueada C3”-
endo, impidiendo que el nucleétido adopte otra con-
figuracion diferente a la A, configuracion en la que se
encuentra el RNA naturalmente (Gurman S Pall & Ha-
milton, 2008; Wengel 2009).

Esto hace que las sondas LNA usadas en el protocolo
propuesto por Kim et al, 2010 tengan alta afinidad y
estabilidad térmica representada en bajos valores de
Tm y mayor especificidad.

Inmovilizacion del RNA en la membrana

La inmovilizacion del RNA en la membrana inducida
por UV sucede por el entrecruzamiento entre fraccio-
nes de residuos de uracilo y los grupos amino cargados
positivamente presentes en la membrana Sambrook et
al. (2001). El proceso tiene tres desventajas que afec-
tan notablemente la deteccion de pequenos RNAs.
Ocurre degradacién por UV de los grupos funciona-
les (grupos amino de la membrana) requeridos para
el apareamiento de bases. Los RNA se fragmentan, dis-
minuyendo su longitud impidiendo conservar las se-
cuencias completas, limitandose asi la hibridacién de
las sondas. Como Ultima desventaja, tenemos que el

[0 Fa¥at
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Base o]

o

I
—o—zgzzo

Configuracion Blogueada C3'-endo de

un LNA

Figura 4. Ilustracién de la configuracién estructural de un LNA. Con la formacién del enlace C3-endo el nucledtido permanece
con configuracién Ao N, forma estructural en la que se encuentra el RNA naturalmente. Imagen tomada y modificada de (Wengel,

2009).
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ndmero de bases involucradas no puede ser contro-
lado en la reaccion inducida por UV, por esto podria
ocurrir un entrecruzamiento excesivo, reduciendo la
disponibilidad de bases para la hibridacién con una
sonda complementaria.

A pesar de lo anterior el entrecruzamiento entre RNA
y membrana inducido por UV es rapido, poco costo-
so y eficiente para RNA con mdas de 70nt Gurman S
Pall & Hamilton (2008). Sin embargo lo ideal para la
deteccion por hibridacion de pequefos RNAs, debe
ser el acoplamiento de la secuencia de forma tal que
permanezca completamente disponible para la hibri-
dacion con la sonda complementaria (Gurman et al.,
2008; Gurman et al., 2007). El entrecruzamiento por
medio del extremo 5° (diferentes modificaciones pue-
den encontrarse en el extremo 37, por esto se prefie-
re el 57 para un entrecruzamiento) de los pequefos
RNAs, y no a partir de las bases nitrogenadas como
sucede usando UV, es una alternativa. Este tipo de en-
trecruzamiento es posible realizarlo usando 1- Ethyl-3
(3-dimetilaminopropil) Carboniimida (EDC), compues-
to que previamente ha sido usado para entrecruzar el
extremo 5° de oligonucledtidos sintéticos en diferen-
tes substratos sélidos Gurman Singh Pall et al. (2007).
El uso del EDC en la inmovilizacion del RNA en la mem-
brana dirigido a la detecciéon de miRNA surge como
una alternativa que mejora de manera notable la sen-
sibilidad en la deteccién de estas pequenas moléculas.

Marcaje de sondas

El andlisis de transferencia de Northern blot usando
radiois6topos es la metodologia usada actualmente
para la deteccion de sRNAs, sin embargo, esta téc-
nica generalmente es dispendiosa, costosa, implica
riesgos ambientales y laborales, adicionalmente en
nuestro pais existe una justificada y seria exigencia
para no promover el uso de radioisétopos. Como una
alternativa, el sistema de marcaje (DIG)-Digoxigenina
basa su sistema de deteccion en el proceso de qui-
mioluminiscencia, lo que genera varias ventajas en
comparacién a las técnicas de marcado radioactivo,
como: alta sensibilidad, tiempos cortos de exposi-
cion, vida dtil mas larga, y mayor seguridad (Ramkis-
soon et al., 2006).

Conclusién

La creciente necesidad e interés de identificar, detec-
tar, caracterizar y validar nuevos sRNAs, ha ido de la
mano con la optimizacion y mejora de las metodolo-
gias utilizadas para tales fines, dandose lugar a pro-
tocolos como el descrito previamente. El conocer y
entender los fundamentos tedricos por los cuales se
optimizan protocolos como el descrito en este trabajo,
aporta al desarrollo, planteamiento de nuevas optimi-

zaciones, a la creacién de nuevos protocolos y meto-
dologias que puedan ser consideradas en el desarrollo
de investigaciones de este tipo.
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ARTICULO CORTO

Valoracion de impacto ambiental en el Puerto Moa-Holguin

Environmental impact assessment in Moa-Holguin Port
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Resumen

Las operaciones de descarga de los buques-tanques, la recepcion y distribucion de productos derivados del crudo de
petréleo en el darea de almacenamiento, el movimiento de insumos como el carbén antracita, amoniaco y azufre, la
carga de lotes de minerales asi como el mantenimiento de los tanques, conducen al vertimiento directo de hidrocar-
buros que afectan los diferentes ecosistemas en los cuales se encuentra situada la fuente contaminante. Se presenta
la caracterizacion de los ecosistemas afectados por esta contaminacién, atendiendo a los impactos ambientales
identificados y la previa caracterizacion del drea, utilizando herramientas de evaluacién de criterios de expertos me-
diante la metodologia Delphi. El estudio de impacto ambiental se realizé de forma cualitativa a través de las matrices
causa-efecto, valoracion e importancia del impacto. Los factores del medio mas afectado fueron las aguas superficia-
les y subterrdneas y la salud e higiene; las acciones mas agresivas fueron la emision de contaminantes (vertimiento
al medio suelo de hidrocarburos/ liberacién al medio aire de gases, ruidos y materiales particulados/ vertimiento y
contaminacion del acuatorio por arrastres de sedimentos, hidrocarburos y sustancias quimicas) y la acumulacion de
residuos (creacion de vertederos industriales).

Palabras clave: contaminacion, evaluacion, hidrocarburos, petréleo, estudio ambiental.

Abstract

The operations of unloading ships the reception and distribution of products derivate of oil crude in the storage area, the
movement of raw materials like coal anthracite, ammonia and sulphur, the load of lots of minerals as well as the mainte-
nance of ships, direct leads to the appearance of hydrocarbons that affects the different ecosystems which he meets in
once the contaminating source in the municipal Moa. It is present the characterization of ecosystems affected with oil’s
hydrocarbons, attending to environmental impacts identified by the expert group and the prior characterization of the
area using assessment tools expert judgment using Delphi methodology. The environmental impact study was realized of
qualitative form through matrix of cause-effect, valuation and importance of impact. The environmental factors of resulting
surface/groundwater and health and hygiene the most attacked while impacts were more aggressive emissions (throwing
to the ground hydrocarbons/ liberation to the midway air of gases, noises and materials in particles, throwing and contami-
nation of the source for dragging of sediments, hydrocarbons and chemical substances) and accumulation waste (creation
of drains industrials).

Key words: contamination, evaluation, hydrocarbons, petroleum, environmental study.

Recibido: febrero 23 de 2015 Aprobado: septiembre 23 de 2015

Introduccién taneros y marinos. El desarrollo maritimo suele gene-

El éxito del comercio maritimo, industria pesquera y
defensa naval, dependen del desarrollo de los puertos

rar problemas ambientales locales sin embargo, puede
producir problemas de escala regional.

y bahias, por lo que es importante el correcto disefio, Los impactos del desarrollo maritimo difieren segtin
construccion y mantenimiento de estos recursos cos- su ubicacion, debido a las variaciones en tales rasgos
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como geografia, hidrologia, geologia, ecologia, indus-
trializacion, urbanizacion y tipos de embarque.

La alteracion de las aguas naturales y la construccion
de estructuras artificiales, puede derivar en impactos
sobre la masa de agua existente, asi como el origen de
impactos directos e indirectos sobre los ecosistemas y
comunidades correspondientes en las cercanias de los
puertos. Las operaciones como el dragado, creacion
y eliminacion de materiales, desarrollo de las zonas
playeras, transito maritimo y vehicular en el puerto,
pueden provocar la liberacion de contaminantes natu-
rales y antropogénicos al ambiente (Vifas et al., 2001;
Guédez et al., 2003).

La empresa Puerto Moa constituye un eslabon funda-
mental dentro de la infraestructura del grupo empresarial
“Cubaniquel” donde su funcién fundamental es la recep-
cion y almacenamiento de los productos o insumos de la
importacion para el consumo industrial de las empresas
del niquel del territorio y la exportacion de los productos
ya terminados de estas industrias productoras. Es rele-
vante declarar el importante papel natural, sociocultural
y socioeconémico que remite esta institucion, pues se
identifican especies floristicas con un desempeno eco-
l6gico vital para el mantenimiento del entorno, la linea
costera y las especies faunisticas existentes, significati-
va generacién de empleos permanentes tanto en areas
productivas como administrativas que refleja un notable
aumento de la calidad de vida del sector de la poblacién
que en la misma labora, ademas es pilar fundamental
para el crecimiento econémico del pais.

De aqui que la actividad maritima portuaria ocasione un
impacto negativo al ecosistema costero, lo que esta aso-
ciado no sélo a la ausencia de sistemas de tratamiento, a
la actividad de dragado y no existencia de un sistema de
alcantarillado adecuado; sino también a la sinergia de los
impactos ambientales de toda la actividad econémica.

La evaluacion de impacto ambiental (EIA) es uno de los
instrumentos para materializar la politica ambiental, tie-

ne un caracter preventivo si se realiza desde que se con-
cibe el proyecto, previendo que el impacto ambiental
de la actividad a desarrollar modifique el medio ambien-
te (Wilkins, 2003; Garcia-Cuellar et al,, 2004; Ramakris-
hna y Viraraghavan, 2005). La informacion que brinda
permite analizar las consecuencias ambientales de un
proyecto que unido a una valoracién social y econémi-
ca, definen las decisiones sobre la viabilidad del mismo.
Uno de los métodos para realizar la EIA son las matrices
causa - efecto o de interaccién, muy dtiles para identifi-
car el origen de diferentes impactos, asi como la matriz
de valoracion de impactos, que permite obtener una
valoracién cualitativa de la importancia de estos y por
dltimo, la matriz de importancia de impactos (Barker y
Wood, 1999; Orozco et al,, 2004; Napoles et al., 2005).

Teniendo en cuenta que las empresas portuarias son
responsables por la carga y descarga de los buques in-
ternacionales, a través de los cuales se realiza la expor-
tacion e importacion de productos e insumos, y que
para cumplir con sus funciones manipulan cantidades
apreciables de hidrocarburos, este trabajo tiene como
objetivo realizar la valoracién del impacto ambiental
que origina la actividad portuaria en la bahia Moa del
municipio Moa, provincia de Holguin.

Materiales y métodos

Caracterizacion de la zona objeto de estudio

Para llevar a cabo la caracterizacion de la zona de es-
tudio, se realizé un andlisis de la infraestructura, acti-
vidad socioeconémica y movimientos de insumos, asi
como posibles focos de contaminacién (figura 1). Tam-
bién se identificaron los potenciales impactos que son
generados al ambiente, seleccionando los componen-
tes interactuantes. Asi como el conjunto de elementos
ambientales del entorno fisico, bioldgico y socioeco-
némico-cultural, que intervienen en dicha interaccion
seguin Milan, 2004.

Figura 1. Imagen aérea de la ubicacién del Puerto Moa/ *Focos de contaminacién identificados referentes a la actividad portuaria.
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Infraestructura del Puerto: se valora a través del organi-
grama (instrumento) general de la empresa previamen-
te caracterizado, se identifican y se valoran segtn su
funcionamiento en el mismo las dreas de impacto para
el estudio. La empresa se encuentra organizada estruc-
turalmente por cuatro dreas de regulacion y control y
siete unidades empresariales basicas (UEB).

Actividad Socioeconémica y Movimiento de insumos:
identificado a través del grupo de expertos del puer-
to y el objeto de trabajo y funciones de las unidades
(tales como: servicios de explotacion portuarias, ser-
vicios de transportacion, recepcion de suministros)
sometidas a valoracion. Las variables analizadas y pre-
viamente identificadas fueron: descarga de petrdleo
desde los tanqueros a la base/ labores de limpieza,
drenaje, reparacion y drenajes de los tanques de al-
macenamiento/trasiego y suministro de petréleo y de
sustancias quimicas a consumidores/descarga de amo-
niaco desde el buque a la base/preparacion de solu-
ciones quimicas/descarga de carbén desde el buque a
la base/operacion de beneficio del carbén/transporte
de carbon a la planta para consumo.

Focos de Contaminacion: identificados a través del gru-
po de expertos del puerto y caracterizado por los prin-
cipales elementos contaminantes en ellos existentes
y los factores del medio que los mismos contaminan
reflejados en la matriz causa-efecto.

Evaluacion de impactos

La determinacién cualitativa de los impactos ambienta-
les se determiné a partir del uso de matrices en tres eta-
pas: 1. Identificacién de los impactos y los factores del
medio afectados; 2. Valoracién de los impactos y 3. Cal-
culo de la importancia de los impactos (Milan, 2004).

Etapa 1: identificacion de impactos

Para el andlisis de impactos, se efectu6 el desglose
de estos en sus diferentes etapas, actividades, hasta
la identificacién de acciones, entendiendo estas dlti-
mas como la unidad capaz de establecer una relacion

Tabla 2. Matriz de valoracién de impactos

causa-efecto con el entorno o ambiente que lo rodea
(tabla 1). La identificacion de las acciones susceptibles
de generar impactos, se analizé a partir de la caracte-
rizacion general de las empresas, y poder determinar
cudles son las posibles actividades negativas del traba-
jo por parte de los individuos que en estas laboran y
que puedan trasladar los posibles impactos generados.
Esto derivo en identificar los factores del medio im-
pactados (terrestre, acuatico y atmosférico) existente
en el area de estudio, se seleccionaron los de mayor
incidencia mediante la observacion directa del grupo
de expertos y su anotacion en la matriz causa-efecto
seglin Conesa (2000).

Tabla 1. Matriz Causa -Efecto.

Factores del medio Impactos
Nombre Clave I I
My
Ma

Etapa 2: valoracion de los impactos

La valoraciéon de los impactos se realiz6 mediante un
analisis detallado de las interacciones entre los facto-
res del medio afectado y las acciones impactantes del
mismo, utilizando como guia metodoldgica el cuadro
de valores de los atributos de impactos (tabla 2) para
realizar la evaluacion cualitativa (Onate et al., 1998;
Conesa, 2000; CICA, 2001).

Etapa 3: calculo de la importancia de impacto

Se elaboré el modelo de matriz de importancia de im-
pactos (tabla 3) donde se recogen cada uno de los
resultados calculados a partir de la matriz de la va-
loracion de impactos. Se considera utilizar la impor-
tancia de impactos como una funcién directamente
proporcional al grado de alteracion producido por un
impacto ambiental en el medio ambiente y expresar
la importancia como el porcentaje de alteraciéon con

Matriz para la valoracion de impactos

Atributos a evaluar
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respecto a la alteracion maxima posible. Se hace uso
del sistema establecido segin Conesa (2000) para rea-
lizar el proceso de discriminacién, y buscar un mayor
grado de precision al establecer la importancia de los
impactos, valorando lo siguiente:

En los impactos negativos determinar: valor medio
(Vm) y desviacion tipica (o), considerando como valor
critico del impacto (Vcr) todos aquellos cuyo valor de
importancia (Vi) fuera superior a Vm + c. O sea:

Ver=Vi>Vm+o (1)
Asimismo, se consideré valorar como irrelevantes (Vir)
aquellos impactos cuyos valores de importancia (Vi)
fueran inferiores del valor medio (Vm) menos la des-
viacion tipica (o). O sea:

Vir=Vi<Vm-o (2)
De esta forma se obtuvo el rango de discriminacion,
que no pre-establece valores absolutos de importan-
cia, sino que se concibe como una funcién de las ca-
racteristicas de cada proyecto que se evalde.

Validacién de los criterios de expertos.
Aplicacién del método Delphi

La validacion de los criterios de expertos se realizé por
el método Delphi o Delfos (el cual data de 1963-1964)
presentado por la Rand Corporation y en particular
por Olaf Helmer y Dalkey Gordon, siendo el que mas

se ajusta al juicio intuitivo de expertos en materia am-
biental (Linstone y Turoff, 2002). El mismo se aplico
seleccionando al grupo de expertos los cuales se so-
metieron a una autoevaluacion de informacién y ar-
gumentacion que poseen sobre el tema, utilizando la
metodologia requerida.

Seleccion de los expertos

La seleccion del grupo de expertos se realizé previa
identificacion de los individuos (investigadores en te-
mas de medio ambiente) con pertinencia y competen-
cia en el drea del conocimiento investigado, sobre la
base de su curriculo personal. Inicialmente se consi-
der6 un valor total de 10 expertos pertenecientes al
Puerto Moa y de centros de estudios de biotecnologia
y medio ambiente de la Universidad de Oriente vy el
Instituto Superior Minero Metalirgico de Moa.

Instrumento

Se aplico a los expertos, como instrumento, un cues-
tionario elaborado con base en el campo de accién de
la investigacion, el cual agrupa los items entorno a dos
temas: 1. Experiencias obtenidas en la investigacion de
estudios de evaluacion de impactos y 2. Pertinencia y
objetividad de los trabajos desarrollados a raiz de su
investigacion individual o colectiva. Para procesar la
informacion recogida en el cuestionario y realizar los
pases de rondas establecidos se utilizé una aplicacion

Fase Preliminar

*  Formulacion de cuestiones de Investigacion
+ Seleccidn de los Expertos

Conformacién y seleccién | —

Pri R
rimera Ronda del cuestionario

Primera Ronda o Ronda de pregunta abierta

Il

Opiniones Estables

{4

Segunda Ronda FASE EXPLORATORIA — Eliminar los CE;?;LOZST:S Lic';t;:lorn apoyo muy
______________________________________________________________________________________________________________________________ @
Opiniones Estables
4
Xarcara Ronda FASE FINAL E——>| seleccionar criterios y evaluar la concordancia de los expertos
U
Confeccionar informe

Figura 2. Representacién de las fases metodoldgicas para la

evaluacion de expertos en temas ambientales.
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Tabla 3. Matriz de importancia de impactos.

Factores del medio Impactos Valor alteracion Max valor alteracion Grado alteracion
Nombre Clave Iy I, In
M
M,
M;

Valor Medio de Importancia

Dispersién Tipica

Rango de discriminacion

Valor de alteracion

Valor Max. alteracion

Grado de alteracion

informatica elaborada a partir del método Delphi, ver-
sion 1.0 (Onate et al.,, 1998).

Procedimiento

Se establecié la metodologia a seguir, como se descri-
be en la figura 2. La fase preliminar delimita el tema
de estudio, concibiendo inicialmente el problema de
investigacion, donde se selecciona el grupo de exper-
tos y la supervision de la investigacion. La fase explo-
ratoria, incluye el cuestionario para validar el objetivo
de la presente investigacion, mientras que la fase final
sintetiza los resultados de todo el proceso de selec-
cion, validacion y evaluacion mediante la concordan-
cia y consulta a los expertos, sometiendo a evaluacion
las variables definidas con anterioridad en la segunda
ronda (Onate et al, 1998; Linstone y Turoff, 2002).

Resultados y discusién

Caracterizacion del drea de estudio

El municipio Moa perteneciente a la provincia de Hol-
guin de la Isla de Cuba, con una extension territorial de
766,33 km?, limita al norte con el Océano Atlantico,
al Oeste con los Municipios de Frank Pais y Sagua de
Tanamo, al Este y Sur con los Municipios de Baracoa
y Yateras. La parte llana de Moa tiene mas de 40 km
banados por las aguas del mar, y en ella se encuentran
4 bahias (Bahia de Moa, Bahia de Canete, Bahia de
Yaguasey y la Bahia de Yamaniguey).

El puerto Moa, cuenta con instalaciones para la re-
cepcion de mercancias y combustibles por donde se
realizan maniobras para el movimiento de insumos, in-
cluyendo los combustibles (fuel oil) mediante estructu-
ras que transportan el mismo. Esta tiene como funcion
fundamental la carga y descarga de buques de travesia

internacional, a través de los cuales se realiza la expor-
tacion de niquel e importacién de insumos como: cru-
do fuel oil, carb6n antracita, azufre en estado sélido,
entre otros; que son fundamentales para dicha indus-
tria. Ademas brindan servicios de maniobras, dragado,
almacenaje y distribucién de materias primas (carbén,
amoniaco, combustibles, azufre, etc.) servicios de mi-
neria y transportacion de coral, entre otros.

En tal sentido es que la actividad maritima portuaria
ocasiona un impacto negativo al ecosistema costero,
que esta asociado a la no existencia de sistemas de tra-
tamiento de residuales liquidos y residuos sdlidos, a la
carencia de sistema adecuado de alcantarillado, pero
también a la sinergia de los impactos ambientales de
toda la actividad econémica que se realiza, y en gran
medida a su elevada actividad productiva y capacidad
de carga comparado con otras entidades homologas
de la region.

Estudios previos en la empresa Puerto Moa correla-
cionan que diferentes variables (aguas residuales, ma-
teriales industriales y residuos sélidos) eventualmente
provocan impactos ya conocidos, generados por ac-
tividades en los buques como el aumento de conta-
minantes liberados por re-suspension y dispersion de
sedimentos e introducciéon en la columna de agua,
aumento de los sedimentos suspendidos por arrastre
segln corrientes marinas imperantes en el area de va-
ciadero vy por la afectacion a las especies existentes
en la barrera coralina cercana a la entrada del canal
(Garcia et al., 2013).

También actividades generadas desde el puerto oca-
sionan la modificacion del relieve del fondo en el area
de vaciadero, debido a la deposicion del material
extraido, cambios en la circulacién de las corrientes
marinas como consecuencia de la modificacion de la
batimetria, afectacion a las especies existentes en la
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barrera coralina cercana a la entrada del canal y alte-
racion en algunas especies de peces por ingestion y
acumulacion de metales pesados.

Es una zona afectada por la actividad de origen antré-
pico, basicamente industrial, que extiende su influencia
a decenas de kilometros de distancia en las direccio-
nes predominante del viento, provocando la presencia
de altos contenidos de sustancias nocivas, tales como
CO,, CO, SO, Ny, CH4, H: y particulas, que aun en
bajas concentraciones pueden llegar a afectar no solo
la calidad del aire, sino la del suelo, la biota de los eco-
sistemas asi como la salud de la poblacion.

Al Este de la empresa portuaria se encuentra un pe-
queno parche de Bosque de Galeria (Bosque Tropical
Ombrdéfilo aluvial), bordeando el manglar de variante
baja. La pequena area que ocupa, da una medida de la
modificacion que ha sufrido el bosque; observandose
la vegetacion original de individuos de Bucida spino-
sa Jenn (jdcaro espinoso), Calophyllum rivulare Bisse
(ocuje) en el estrato arbéreo superior con una altura
de 10 a 15m (Garcia et al., 2013).

En la zona de costa baja que rodea al oeste, predomi-
na Rhizophora mangle (L.) Mey (mangle rojo) con una
altura que oscila entre 4-8 m, también hay individuos
de Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. (Pataban) detras
de la vegetacion de costa arenosa en direccion a tierra.

Aparece la segunda variante, en zonas bajas con sedi-
mentos lateriticos recientes, muy pobres en minerales
y en materia organica, formado exclusivamente por
plantas de Rhizophora mangle L., que alcanza menos
de 2 m de altura. En la zona costera al Este se encuen-
tra la presa de colas de la industria del Niquel. El drea
tiene grandes modificaciones debido a severos impac-
tos negativos y una muestra de ello es que en el Bos-
que de Galeria solamente se encontraron tres especies
endémicas: Sabal parviflora Becc., Ficus membranacea
Wright y Bucida espinosa Jenn (Garcia et al., 2013).

Entre los factores que han influido en la afectacién de
esta formacion, ademas de la tala indiscriminada de
las especies arboreas, esta la propia actividad de cons-
truccion de las instalaciones del puerto. Otro factor
que ha influido aceleradamente en los ultimos anos es
el vertimiento de residuales de petréleo procedentes
de las instalaciones de la Base de Petréleo, que ha pro-
vocado la muerte de gran ndmero de individuos de jd-
caro espinoso y ocuje. Podemos apreciar en la (figura
3) como las raices pivotantes de la barrera de mangle
estan cubiertas por una capa considerablemente grue-
sa de hidrocarburos y desechos industriales oleosos,
esto a corto y largo plazo provoca la desaparicion pro-
gresiva de individuos, el deterioro irreversible de eco-
sistema costero asociado y la posibilidad inminente de
ser una region con peligro, vulnerabilidad y riesgo de
desastres de origen natural. Este resultado se obtuvo
principalmente a través de un inventario taxonémico
detallado de las especies encontradas en las areas de

estudio por los expertos pertinentes y del andlisis y
comparacion de registros historicos del lugar.

La fauna atn no ha sido estudiada con profundidad,
pero se observan invertebrados como insectos, arac-
nidos, crustaceos, miridpodos y otros. Problematica
también valida para el grupo de los moluscos terres-
tres, los cuales han sido poco estudiados (Garcia et al.,
2013).

En la zona costera del puerto los manglares presentan
una situacién no muy favorable debido a la contami-
nacion del suelo que ha provocado la alteracion de
propiedades fisico- quimicas y erosion del mismo; la
alteracion por inundacién y salinidad conllevan a la
defoliacién, fragmentacion del habitat, variacion de la
composicion floristica del mangle y compactacion del
suelo. Todo lo anterior ha provocado disminucion de
la fauna asociada, alteracién de escurrimiento super-
ficial, pérdida de suelo del manglar, disminucion del
valor escénico del paisaje, mortalidad del mangle y
proliferacion de especies no deseadas (Atucha, 2009).

La degradacion del medio tiene su origen principal-
mente debido a la falta de conocimiento sobre los va-
lores del area, impactos producidos sobre los recursos,
asi como de las formas de prevenir o mitigar los dafos;
por emisiones de humos y gases de la combustién de
hidrocarburos, provenientes de las industrias cercanas
y ausencia de un sistema de tratamiento de residuales,
liquidos vy sdlidos, lo que provoca la presencia en toda
la linea costera, en el ecosistemas de manglar (figura
3), situacién que también se refleja en toda la linea
costera, y en el ecosistema de manglar con la apa-
ricion de diversos productos industriales (tales como
hidrocarburos) y desechos producto de la actividad
humana (figura 3), este dltimo en menor cuantia, que
se solucionaria si existiera en la empresa algun instru-
mento que regule la disposicion final de estos residua-
les.

Evaluacion de impacto ambiental mediante el andlisis
de las matrices

La identificacion de los impactos ambientales se ob-
tuvo analizando la interaccion entre los componentes
provenientes de las empresas asentadas en el Puerto
Moa y los factores ambientales de su medio circundan-
te. Se identificaron los factores afectados del medio y
las acciones que generan impactos con la ejecucion
del proyecto.

En la EIA en condiciones actuales de operacion, la ma-
triz causa - efecto (tabla 4) presenta dos entradas con
7 atributos ambientales a impactar y 4 actividades que
pueden causar impacto en el ambiente y la salud. Ana-
lizando las 28 posibles interacciones obtenidas en la
matriz causa - efecto, se encontré que se relacionan
24 atributos con sus respectivas actividades impactan-
tes. Se identifico que la calidad del aire estd determi-
nada por las actividades: emision de contaminantes y
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Figura 3. Imagenes de zonas impactadas con hidrocarburos del petréleo provenientes de las empresas asentadas en el puerto.

Manglar (A), Marisma (B).

la acumulacion de residuos. A su vez las aguas superfi-
ciales y subterraneas estan influenciadas por el vertido
de aguas residuales producto de las actividades huma-
nas, vertido de aguas y liquidos industriales, emision
de contaminantes y acumulacién de residuos.

Los factores suelo y vegetacion estan afectados por to-
das las acciones impactantes excepto por el vertido de
aguas residuales producto de las actividades humanas.
Tanto fauna, relaciones ecolégicas y salud e higiene se
cruzan en la matriz con todas las acciones impactantes
(tabla 4).

En un segundo paso se elaboré la matriz de valoracion
de impactos, la que permitié obtener una valoracién
cualitativa de la importancia de los impactos presen-
tes, interceptando las dos informaciones, obtenidas
sobre la base de la matriz causa - efecto, con la fina-
lidad de significar cudles alteraciones ambientales se
derivan tanto del estado inicial del medio, durante la
ejecucion del proyecto, como durante su explotacion;
permitiendo entonces valorar su importancia.

En la matriz de valoracion de impactos (tabla 5) se
muestran 24 impactos negativos, resultado del analisis
del cruce de datos de la matriz causa-efecto contra las
11 caracteristicas correspondiente a la matriz en cues-
tion, lo cual significa que, ademas de ser perjudicia-
les, disminuyen la calidad de los factores analizados.
Por tanto se muestran tres resultados irrelevantes por
debajo de 25, valor establecido en la metodologia se-

gtin Conesa (2000) y Milan (2004); correspondientes
a M211, M511, M6l1 para un 13 % del total (Garcia
et al, 2013). En el caso de los resultados moderados
se exhiben 16 valores entre 25 y 50, que correspon-
den al 67 % del total y los resultados severos entre
50 y 75 muestran un total de 5 atributos impactados
correspondiente a M114, M213, M214, M513, M6I3 y
consideran el 21 %.

Segun se muestra en la tabla 5, en el factor calidad
del aire, el impacto de la emisién de contaminantes
resultd ser moderado, determinado fundamentalmen-
te por los atributos intensidad, momento, efecto y
probabilidad; sin embargo para este mismo factor, el
impacto acumulacion de residuos, resulté ser severo
determinado principalmente por todos los atributos
excepto reversibilidad y periodicidad que presentaron
valores de 2, siendo de 12 el valor mas elevado para el
atributo intensidad. El factor aguas superficiales y sub-
terraneas resulté ser irrelevante para el efecto vertido
de aguas de origen humano y moderado para vertido
de aguas y liquidos industriales, originandose efecto
severo para los impactos emision de contaminantes y
acumulacion de residuos, respectivamente, donde los
atributos de mayor influencia fueron la intensidad, ex-
tension y el momento (tabla 2).

En cambio, el factor suelo en todos los casos analiza-
dos resulté ser moderado en relacion con los impactos,
sin alguna diferencia significativa entre ellos, donde los
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Tabla 4. Resultados de la matriz causa - efecto. Etapa: Actual Funcionamiento.

Matriz Causa - Efecto
Etapa: Actual funcionamiento
=
W
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S S g v g |s
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v < & < £ | £ |88
Factores del medio Clave © 4 E °c% |2 E |28
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I1 12 13 14
Calidad del aire M1 X X
Aguas superficiales y subterraneas M2 X X X X
Suelo M3 X X X
Vegetacion M4 X X X
Fauna M5 X X X X
Relaciones ecoldgicas Mo X X X X
Salud e higiene M7 X X X X

atributos de mayor influencia fueron la intensidad, ex-
tensién, momento y efecto. Lo mismo ocurre con los
resultados mostrados por el factor vegetacion, donde
los efectos de los impactos también son moderados
(tabla 5).

En el caso particular de los factores fauna, relaciones
ecoldgicas, salud e higiene, estan afectados por cada
uno de los impactos identificados pero muestran dife-
rencias y algunas significativas en cuanto al grado de
importancia del efecto. Ejemplo de esto lo muestra el
factor fauna con respecto a la emision de contaminan-
tes con un efecto severo comparado con los demas
impactos que son moderados y uno de ellos con valor
irrelevante, donde los atributos que mas inciden en
el caso del mayor valor (severo) son intensidad, ex-
tension, momento, reversibilidad, acumulacion y pro-
babilidad. Asi mismo sucede con el factor relaciones
ecoldgicas el cual exhibe un impacto de efecto severo
y lainfluencia de atributos como la extensiéon, momen-
to, reversibilidad, acumulacién e importancia, también
muestran un efecto irrelevante y dos de efecto mode-
rado (tabla 5).

Para el factor salud e higiene resulta interesante des-
tacar que todos los impactos que operan tienen un
efecto moderado, pero cercano al limite de un efec-
to severo, es decir, que este es un factor susceptible
a cualquier variacion de efectos negativos, donde se
muestran atributos con gran frecuencia de aparicion
como la extensién, momento y reversibilidad.

Del andlisis de las matrices causa y efecto y valoracion
de los impactos (tablas 4 y 5) se deriva que los im-
pactos que afectan y los factores del medio danados
se recogen por igual en la matriz de importancia de
impacto, esta dltima revela que los factores del me-
dio que experimentan un alto grado de afectacion son
principalmente dos, primeramente el factor del medio:
aguas superficiales y subterraneas con un valor de alte-
racion de 169, donde el maximo valor de alteracion fue
400 y grado de alteracién de -42, siendo el mas afec-
tado; cabe destacar que el impacto 14 (acumulacién
de residuos) tiene mayor influencia sobre este factor
con un valor de -55 de importancia. El segundo factor
del medio que mostré altos indices de afectacion fue
salud e higiene con un valor de alteracion de 165, co-
rrespondido con el maximo valor de alteracion de 400
y un grado de alteracion de -41 donde nuevamente el
impacto 14 con 12 (vertido de aguas industriales) ejerce
una influencia negativa de -48 de importancia.

A su vez, la matriz de importancia (tabla 6), muestra
también dos impactos ambientales con altos valores
de alteracion. El impacto 13 identificado como emision
de contaminante, muestra un valor de alteracién de
314, correspondido por el consiguiente maximo valor
de alteracion de 700 y un grado de alteracion de -45.
El impacto 14 identificado como la acumulacion de
residuos, muestra el valor mas elevado de alteraciéon
que el mismo puede manifestar hacia los factores del
medio, llegando a alcanzar el valor de 322, correspon-
dido por su maximo valor de alteraciéon también de
700 y un grado de alteracion de -46.
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Tabla 5. Resultados de la matriz de valoracién de impactos. Etapa de Actual Funcionamiento.

ETAPA: Actual funcionamiento
. | 2| g | = = % 2| ¢
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Signo In Ex Mo | Pr | Rv Ac Pb | Ef | Pr PS 1
MT1I13 - 2 2 4 2 1 1 4 4 2 1 -29 100
MT114 - 12 4 4 4 2 4 4 4 4 2 -72 100
M2I1 - 2 2 1 1 1 1 2 1 1 0 -18 100
M2I2 - 4 4 4 4 2 4 4 1 2 1 -42 100
M2I3 - 8 4 4 4 2 4 1 4 1 2 -54 100
M214 - 8 2 4 4 2 4 4 4 4 1 -55 100
M3I2 - 2 2 4 4 2 4 4 4 2 0 -34 100
M3I3 - 4 4 4 4 2 4 1 4 1 0 -40 100
M314 - 4 2 2 4 1 4 1 4 2 0 -34 100
M412 - 4 2 4 4 2 4 1 4 2 0 -37 100
M413 - 4 4 4 4 2 2 1 4 1 0 -38 100
M4l4 - 2 2 2 2 1 4 1 4 1 0 -25 100
M5I1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 -12 100
M512 - 4 2 2 2 1 4 1 4 1 0 -31 100
M5I3 - 8 4 4 4 2 4 4 4 2 1 -57 100
M514 - 4 4 4 4 2 4 4 4 2 0 -44 100
Mél1 - 2 1 2 1 1 4 1 4 1 0 -22 100
M612 - 4 2 1 1 1 2 1 4 1 0 =27 100
M613 - 8 4 4 4 2 4 4 4 2 0 -56 100
M6l14 - 4 4 4 4 2 4 4 | 42 0 44 100
M711 - 4 1 1 2| 1 4 1 4|1 1 -29 100
M712 - 4 4 4 | 4] 2 4 4 | 4| 4 2 48 100
M713 - 2 4 2 | 4| 2 4 4 | 4| 4 2 -40 100
M714 - 4 4 4 | 4] 2 4 4 | 4| 4 2 48 100
Total 105 69 74 76 39 83 61 87 | 48 15 936 2400
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Tabla 6. Resultados de matriz de Importancia de impactos. Etapa de Actual Funcionamiento.

Etapa: Actual funcionamiento
Factores del medio °
Impactos = T < v £
= o2 S 2 © 2
<8 | S¢ 3¢
Nombre Clave | I1 2 | 13 14 > 2 i 2 €2
< Sl O <
=
Calidad del aire M1 -29 72 -101 200 51
Aguas superficiales y subterraneas M2 -18 42 -54 -55 -169 400 42
Suelo M3 -34 -40 -34 -108 300 -36
Vegetacion M4 -37 -38 -25 -100 300 -33
Fauna M5 -12 -31 -57 -44 -144 400 -36
Relaciones ecoldgicas M6 22 27 -56 -44 -149 400 -37
Salud e Higiene M7 -29 -48 -40 -48 -165 400 41
Valor Medio de importancia -39
Dispersion Tipica 14
Rango de Discriminacion -25 -53
Valor de la Alteracion -81 219 | 314 -322 936
Méaximo Valor de Alteracion 400 600 700 700 2400
Grado de Alteracién -20 37 -45 -46 -39

Resultados del método Delphi
para validar la investigacion

En multiples ocasiones las técnicas matematicas y es-
tadisticas no son capaces de revelar la esencia de los
objetos y fendmenos que se estudian, debido a que
son multivariadas y muy complejas. En este sentido se
han elaborado métodos, que a partir de la experiencia
y conocimientos de un grupo de personas considera-
dos expertos en la tematica que se esta abordando,
de manera puedan ofrecer valoraciones conclusivas
de un problema en cuestion y hacer recomendaciones
respecto a sus momentos fundamentales con un maxi-
mo de competencia.

El analisis del impacto que genera el manejo de hidro-
carburos y otros insumos en las empresas asentadas
en Puerto Moa, fue realizado por el grupo de exper-
tos; para lo cual se realizaron encuestas que permitie-
ron obtener criterios cualitativos en una primera ronda
y cuantitativos en las rondas dos y tres, lo que permitié
alcanzar una unidad de criterios acerca de las variables
que mayor incidencia tienen en la eleccién del tipo de
rehabilitacion, cumpliendo con el diagrama estableci-
do para este tipo de analisis (figura 2).

En la primera ronda de pregunta abierta, se analizaron y
aceptaron las 8 variables sugeridas que permitieron tener

una valoracion sobre la preparacion de los expertos para
acometer este tipo de estudio. Esta abordé un cuestio-
nario que demuestra la preparacion de los experto en
cuanto a criterio de estudios de impacto ambiental, ex-
periencia y profundidad en la tematica, asi como los mé-
todos existentes, las principales tareas y el conocimiento
de la existencia o no de metodologias que permitan un
adecuado estudio de evaluacion de impacto ambiental,
concluyendo con un informe de la valoracién de los im-
pactos con propuestas de medidas que garanticen la mi-
tigacion de los impactos detectados.

Los resultados de las encuestas demostraron estabili-
dad de opiniones de los expertos. Las 8 variables fue-
ron aceptadas y pasaron a la préxima ronda.

La segunda fase permitié determinar la frecuencia re-
lativa y la aceptabilidad promedio lo cual condujo a
seleccionar las variables finales. Se trabajé con una re-
peticion de 7, empleando el valor de Kcomp de cada
experto, lo que permitié ponderar las frecuencias a
partir de la evaluacion de todos los expertos de la ron-
da anterior. No se desprecié ninguna puntuacion ya
que el valor mas bajo de frecuencia relativa fue de 7,6
con respecto a la maxima calificacion de 10 obtenidas
de las 8 variables, con una aceptabilidad promedio de
excelente.
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En la tercera ronda se sometieron a valoracién las 8
variables definidas con anterioridad y como criterio de
seleccion se tomé una escala de 3,000-9,000 en orden
decreciente, correspondiendo con 3,000 a la menor
incidencia y 9,000 a la mayor.

Con las evaluaciones obtenidas se determiné el grado
de concordancia entre expertos, a través del coeficien-
te de Kendall (Ken), cuyo valor oscila entre 0 y 1, se
considera que cuando Ken» 0,7 existe elevada concor-
dancia entre los expertos y cuando Ken < 0,4 no existe
concordancia (Linstone y Turoff, 2002).

Como resultado, en la seleccion de las principales va-
riables que inciden en la valoracion del criterio de los
expertos, se obtuvo que el valor del coeficiente Ken-
dall es 0,95; confirmando que existe concordancia en
el criterio de los expertos.

Conclusiones

La metodologia de andlisis de datos a través del gru-
po de expertos muestra una concordancia positiva en
relacion a los resultados emitidos para su validacion,
de ahi que los factores del medio analizados, el fac-
tor suelo y el humano (Salud e higiene) son los mas
vulnerables a la actividad socioeconémica que se rea-
liza en el area de estudio, ellos evidencian una exposi-
cion elevada a los hidrocarburos y residuos de origen
industrial, atendiendo a que no existe un sistema de
tratamiento, la ausencia de politicas, instrumentos de
gestion ambiental, labores de buenas practicas que tra-
cen un camino hacia el correcto manejo y relacion con
los factores del medio existentes. Los resultados arro-
jados por la matriz de importancia de impactos para
los factores antes mencionados exhibieron valores sig-
nificativos de importancia con respecto a los demas
factores del medio y de gran vulnerabilidad frente a
los impactos identificados. El estudio sugiere elaborar
una carpeta de proyectos destinados al mejoramiento
e instrumentar una adecuada gestién ambiental para la
empresa Puerto Moa, ademas de caracterizar el suelo
contaminado con hidrocarburo para su posible me-
joramiento por medio de tecnologias de tratamiento
biotecnolégico.
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Aislamiento y caracterizacion de cepas de Bacillus spp.
con actividad contra Tetranychus urticae Koch
en cultivos comerciales de rosas
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against Tetranychus urticae Koch in commercial crops of roses
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Resumen

Una de las especies de acaros que producen considerables pérdidas cualitativas y cuantitativas en el cultivo de rosas bajo
invernadero en Ecuador es Tetranychus urticae, donde el control con agroquimicos convencionales no es efectivo; por lo
cual se busca identificar cepas de Bacillus spp. aisladas a partir de T. urticae y determinar sus escenarios anatémicos pato-
génicos para un futuro control con bacterias. La fase de campo se realizé en la floricola Naranjo Roses S.A. en Latacunga
en un cultivo de rosas bajo condiciones orgdnicas, en donde se recolectaron hojas de cada tercio de seis plantas con
presencia de T. urticae Koch. Las muestras fueron trasladadas para ser procesadas en Plantsphere Laboratories (PSL) en
Quito. Se identificaron y cuantificaron los diferentes estadios de la plaga y se aislaron algunos individuos para determinar
la presencia de cepas patogénicas de Bacillus spp., las cuales fueron aisladas, purificadas e identificadas. Los tratamientos
de verificacion patogénica fueron las cepas, agua destilada (testigo) y Bacillus thuringiensis biovar acari (testigo positivo).
Los eventos patogénicos se evaluaron en hembras adultas de T. urticae mediante citohistoquimica, por medio de la cual se
reporto ruptura de paredes externas, precipitacién de contenido celular y malformaciones cuticulares. Se determiné que
el mayor ndmero de individuos plaga se localizan en el tercio bajo (59,4%) con mayor presencia de huevos (63,3%). Me-
diante analisis de componentes principales (ACP) de los tratamientos, se determind las cepas mas eficientes como Efectores
Biocataliticos (EBc®) siendo estas la PSL 104, 113, 114 y Bacillus thuringiensis biovar acari.

Palabras clave: citohistoquimica, Efectores Biocataliticos (EBc®), foco de infeccién, control biol6gico, agrosistemas.

Abstract

One of the species of mites that cause considerable qualitative and quantitative losses in roses growing under greenhouses
in Ecuador is Tetranychus urticae, where conventional agrochemicals control is not effective; therefore seeks to identify
strains of Bacillus spp. Isolated from T. urticae and determine their anatomical pathogenic scenarios for future control with
bacteria. The field phase took place in Naranjo Roses S.A. in Latacunga in a growing roses under organic conditions, whe-
re they were collected sheets of each third of six plants with presence of T. urticae Koch. The samples were taken to be
processed in Plantsphere Laboratories (PSL) in Quito. They were identified and quantified the different stages of the pest
and some individuals were isolated for the presence of pathogenic strains of Bacillus spp., which were isolated, purified
and identified. Check treatments of pathogenic were strains, distilled water (control) and Bacillus thuringiensis biovar acari
(positive control). Pathogenic events were evaluated in adult females of T. urticae by citohistochemistry, where breakout of
the outer walls, precipitation of cell contents and cuticular malformations were reported. It was determined that the largest
numbers of pest individuals are located in the lower third (59.4%) with greater presence of eggs (63.3%). Using principal
component analysis (PCA) of the treatments, the PSL 104, 113, 114 and Bacillus thuringiensis biovar acari was determined
as the most efficient Biocatalytic Effectors (EBc®).

Key words: citohistochemistry, Biocatalytic Effectors (EBc®), source of infection, biological control, agrosystems.
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Introduccién

Existen aproximadamente 1500 microorganismos
que poseen propiedades insecticidas, nematicidas,
etc. (Niedmann y Meza, 2006). Bacillus spp., es con-
siderado como el principal agente de control bio-
l6gico o Efector Biocatalitico (EBc®), patogeno de
invertebrados versatil por sus mecanismos de accién
(Flores et al, 2011 y Falconi, 2013a). Este tipo de bac-
terias son localizadas facilmente en el suelo, aire, agua,
plantas, etc. (Veitia et al., 2003; Layton et al., 2011).
Dichos microorganismos son considerados EBc® ya
que actian por medio de diversos procesos y meca-
nismos, en la regulacién de sistemas individuales o
colectivos que evidencian alteracion o desequilibrio
(Falconi, 2014a).

Segun Expoflores (2013) Tetranychus urticae es un aca-
ro polifago conocido cominmente como arana roja,
en la antigliedad no era considerada una plaga de im-
portancia econémica, por la presencia de enemigos
naturales los cuales mantenian el equilibrio de dicha
plaga; debido al uso indiscriminado de pesticidas des-
de la segunda guerra mundial, dicho equilibrio empe-
z6 a desaparecer. Cerna et al. Dice que actualmente
se la considera una de las especies que ocasiona ma-
yor perjuicio en la agricultura a nivel mundial. En rosas
es el mas abundante causando oscurecimiento y debi-
litamiento en la produccion de botones, en si pérdida
en la calidad de la flor, siendo en el cultivo de rosas
en el Ecuador un problema recalcitrante (Rojas et al.,
2011; Yanez et al., 2014).

Mediante diferentes técnicas de laboratorio se puede
identificar microorganismos, por ejemplo la aplicacion
de tincion de Gram (Gomez, s/a) y pruebas bioquimicas
que permiten determinar la localizacion taxonémica de
microorganismos por su comportamiento metabdlico
(Garcia y Silva, 2004). Mientras que, la citohistoquimi-
ca es un proceso que produce reacciones de contraste
que se traducen en matices de coloracion patogénica
en componentes celulares y tejidos, permitiendo asi
identificar mediante microscopio las dreas afectadas de
una muestra (Rodak, 2005; Falconi, 2014b).

Debido a que los agroquimicos convencionales para el
control de acaros no son eficientes, en este estudio se
busca aislar e identificar cepas de Bacillus spp. a partir
de T. urticae y evaluar sus eventos de patogenicidad en
comparacion a un testigo y Bacillus thuringiensis biovar
acari como testigo positivo, el cual ha mostrado ser efi-
ciente en condiciones de campo (Lozada, 2011), como
potenciales Efectores Biocataliticos (EBc®) de T. urticae.

Materiales y métodos

Avrea de estudio

La toma de muestras se realizé en la floricola Naran-
jo Roses S.A. ubicada a 0°59746.44" de latitud sur y
a 78°367°23.52" de longitud oeste en Latacunga pro-

vincia de Cotopaxi, se identificé el bloque de rosas
tipo organico con mayor presencia de T. urticae y en
el que no fue aplicado ningun tipo de acaricida. La fase
de laboratorio se realizé en Plantsphere Laboratories
(PSL) en Quito, provincia de Pichincha, donde se pro-
cesaron las diferentes muestras de hojas de rosas con
presencia de T. urticae.

Muestreo

En el invernadero de rosas variedad Freedom, se lo-
calizaron tres focos de infeccion (plantas infectadas)
con presencia de T. urticae y en cada uno de estos se
colectaron 15 hojas de cada tercio (superior, medio y
bajo). Se realizaron dos muestreos con una diferencia
de 15 dias. Las hojas colectadas fueron colocadas en
fundas plésticas sin evacuar el aire, procurando formar
volimenes fisicos de aire para afectar lo menos posible
la integridad de las muestras biologicas, estas fueron
cerradas y debidamente etiquetadas para ser transpor-
tadas al laboratorio (Adaptado de Falconi, 2013b).

Cuantificacion e identificacion de poblaciones
de T. urticae

La metodologia utilizada fue adaptada de Falco-
ni (2013b). Se utilizaron cajas plasticas con tapa
(6x28x18cm), cuidadosamente desinfectadas con
alcohol (70%), en la base de estas se localizé papel
filtro con las dimensiones de la base de la camara, hu-
medecido con agua destilada estéril. En cada camara
se colocaron las hojas de rosas recolectadas, direccio-
nadas con el envés hacia abajo. Las camaras fueron
ubicadas en un lugar claro, no expuestas directamente
al sol, simulando las condiciones naturales respecto a
la luz en las que se localiza la plaga en campo; cada
caja debidamente etiquetada con el cédigo referente
al foco de infeccion, tercio al que pertenecen vy la fe-
cha de recoleccion. Con un microscopio, a 20X y 40X
se observaron cada una de las hojas, procediendo a
identificar y cuantificar los diferentes estadios de los
acaros (huevo, larva, protoninfa, deutoninfa, hembra 'y
macho) (figura 1).

A medida que se realizaba el conteo se consideré la
presencia de posibles patégenos que se podian evi-
denciar en los acaros, los cuales se manifestaban en
forma de necrosis, tumoraciones, lisis, precipitacion de
fluidos, disolucion de tejido.

Se prepararon 18 cajas Petri (para los dos muestreos)
con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), como
medio basico, en los cuales se colocaron 20 acaros
debidamente distribuidos, se utilizé una caja Petri por
cada camara himeda. Durante el periodo de incuba-
cion en las camaras himedas en ciclos de 24 horas, se
consideré que si un individuo presentaba algun tipo
de patologia debidamente verificado mediante la ob-
servacion a 20X y 40X, este era aislado y colocado
directamente en PDA. Debido a que no todos los in-
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Figura 1. Diferentes estadios de T. urticae. a) huevo, b) larva, c) protoninfa, d) deutoninfa, e) adulto hembra, f) adulto macho,

usado en el estudio.

dividuos manifestaban algun tipo de patologia, se ais-
laron respectivamente al azar cuatro huevos, cuatro
larvas, cuatro protoninfas, cuatro deutoninfas y cuatro
adultos (hembras y machos), por cada uno de los ter-
cios. Cada caja Petri fue etiquetada con el cédigo y la
fecha de aislamiento, ademas en la base se escribié un
codigo para saber el estadio: H (Huevo), L (Larva), P
(Protoninfa), D (Deutoninfa), A (Hembra), M (Macho).
Las cajas Petri fueron incubadas a 28°C, fueron obser-
vadas a diario durante tres dias para identificar algin
microorganismo con caracteristicas de Bacillus.

Aislamiento e identificacién de Bacillus spp.

Las cepas bacterianas fueron identificadas como “ti-
picas de Bacillus” cuando poseian bordes irregulares,
aplanados, de color blanco mate, brilloso, aspecto
harinoso, ceroso, seco o cremoso. Simultdneamente
eran aisladas en una nueva caja Petri con PDA para su
purificacion, ademas fueron debidamente etiquetadas
con ndmeros y cédigos PSL, se incubaron a 28°C y
se observé a diario durante un periodo de cinco dias
para determinar que no hubiese contaminacion. Poste-
riormente se realizé tincion de Gram para determinar
bacterias Gram+ utilizando la metodologia de Carrea
(2009) y 4 pruebas bioquimicas:

a. Prueba de la catalasa, adaptado de Zapata (2012)

— Cada cepa fue sembrada por estria cruzada en
medio de cultivo Agar Nutritivo, se incubd a
28°C por 24 horas.

— Por cada cepa se colocé en un portaobjetos co-
dificado tres gotas de agua oxigenada (H202).

— Con un palillo se tomé un poco de la colonia 'y
se colocd en la primera gota, lo mismo se rea-

liz6 para las dos gotas restantes con diferentes
palillos, teniendo asi tres repeticiones para com-
probar la reaccion.

— La prueba fue positiva una vez que se observo
la formacion de burbujas debido a la produc-
cion de O2 por la actividad enzimatica.

b. Prueba en Agar Hierro Triple Azucar (Cuervo,
2010)

Voges Proskauer (Aquiahuatl et al., 2012)
Prueba de la hidrélisis del almidén (Carrera, 2009)

Patogenicidad

Para el desarrollo de esta fase, se adapté la metodolo-
gia de Falconi (2014b).

Cosecha de cepas de Bacillus spp.

Bajo condiciones de asepsia usando la camara de flu-
jo laminar, cada una de las cepas identificadas como
Bacilllus spp., se sembraron en PDA por inoculacién
masiva incubandolas a 28 °C durante cuatro dias. En
botellas de vidrio de 300ml, se prepararon 100ml de
Buffer fosfato con tween 80 (10ul) estériles. El PDA en
el que crecié cada una de las cepas fue cortado en
cuadrados pequenos de aproximadamente 2 x 2 cm
con ayuda de un bisturi flameado y colocados indivi-
dualmente en las botellas con buffer, se agit6 en el vor-
tex y posteriormente se filtraron, obteniendo asi una
solucion base de cada una de las cepas.

Seleccion de Efectores Biocataliticos®

La primera seleccién de los Efectores Biocataliticos®
fueron realizadas en camaras himedas (cajas Petri) en
donde se colocé una hoja de rosa variedad Freedom
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la cual presentaba T. urticae. Se realizé tres camaras
himedas (repeticiones) por cada una de las 15 cepas,
mas el testigo (agua destilada) y el tratamiento positivo
con Bacillus thuringiensis biovar acari. La evaluacion se
la realiz6 mediante la observacién a 20X y 40X conta-
bilizando el ndmero de individuos y estadios para pro-
ceder a la inoculacion de cepas bacterianas aisladas
y caracterizadas genéricamente. En tubos de ensayo
se colocé Tml de la solucion bacteriana y con ayuda
de un aspersor se procedié a impregnar de bacterias
dos veces tanto en el haz como el envés de la hoja.
Constantemente se control6 que las cdmaras hdmedas
conserven el 50% de humedad. Después de 8 dias se
observé en el microscopio (20X - 40X) si los indivi-
duos presentaban o no algun tipo de anomalia patogé-
nica, originados por efecto de la actividad metabélica
de una o mas sustancias involucradas en procesos de
mortalidad de la plaga (Falconi, 2013b).

Citohistoquimica

Las hojas infectadas se colocaron en un porta objetos
sanitizado con alcohol al 98% vy luego tratadas con
tres gotas del reactivo de citohistoquimica PSL-CHQ
127, se dejo reposar a temperatura ambiente durante
tres minutos, posteriormente a 20X y 40X se observa-
ron los individuos de T. urticae. Donde en cada uno de
los tratamientos se identificaron tres hembras, una por
cada gota y evaluadas al microscopio (1000X). En cada
una de las muestras se procur6é determinar alguna al-
teracion en la morfologia externa de cada individuo,
como por ejemplo disolucion de paredes celulares,
tejidos dafados, necrosis, etc. determinando asi que
areas se encontraban mas afectadas por las cepas de
Bacillus spp., comparandose con las placas testigo. Las
evidencias de patogenicidad se verifican con técnicas

de citohistoquimica las cuales tiene como propdsito
visualizar tejidos, sistemas, 6érganos afectados por me-
canismos de control bacteriano (Falconi, 2013b).

Andlisis de datos

Para determinar si las diferencias entre las medias po-
blacionales de los grupos (superior (Ts), medio (Tm) y
bajo (Th)) son significativas o no (95% de confiabili-
dad), se utilizé analisis de varianza de una via (ANOVA)
y la prueba de diferencia minima significativa (DMS)
para la comparacién mdltiple entre las medias (95%
de confiabilidad). Los datos fueron procesados em-
pleando el paquete estadistico IBM® SPSS STATISTICS
22.0. Se determiné el analisis porcentual para determi-
nar el nimero de individuos en cada tercio (superior
(Ts), medio (Tm) y bajo (Tb)). Dentro de ese mismo
esquema se determiné la cantidad promedio de indi-
viduos por estadio, que se presentaba en cada uno de
los tercios en los focos de infeccion.

Se determind el ndmero de colonias con caracteristi-
cas de Bacillus spp. presentes en los diferentes indivi-
duos de T. urticae aislados a partir de hojas de rosas
de los diferentes tercios. La tincion de Gram y pruebas
bioquimicas se determinaron mediante la reaccién po-
sitiva y negativa determinandose asi el porcentaje de
las cepas que produjeron una reaccion positiva.

Se realizé un Andlisis de Componente Principales
(PCA) como método de sintesis y ordenacion de los
tratamientos que produjeron un mismo tipo o similar
tipo de afeccién patolégica en hembras adultas de
T. urticae. Para esto se utilizé el programa estadisti-
co mencionado anteriormente (IBM® SPSS STATISTICS
22.0).

Tabla 1. ANOVA (Analysis of variance) entre tercios (superior (Ts), medio (Tm), bajo (Tb)) segtin el nimero de individuos.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 9540318,111 2 4770159,056 46,265 ,000
Dentro de grupos 1546578,167 15 103105,211
Total 11086896,278 17

Tabla 2. Individuos de T. urticae distribuidos por tercio en cada uno de los focos de infeccién de los dos muestreos.

Foco de infeccion
Tercio
F1 F2 F3 F4 F5 F6 Total
Ts 4,3% 6,1% 121% | 8,9% 9,0% 15,3% 9,1%
Tm 34,2% 25,9% 36,6% 28,8% 35,1% 30,7% 31,5%
Tb 61,5% 68,0% 51,3% 62,3% 55,8% 54,0% 59,4%

Ts = Tercio superior, Tm = Tercio medio, Tb = Tercio bajo.
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Resultados y discusién

Niimero de individuos e identificacién de estadios
de T. urticae.

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos por
el ANOVA (P=00) donde se comprueba que existe dife-
rencias en el nimero de individuos entre cada uno de
los tercios. En la tabla 2 se muestra que el nimero de
individuos de T. urticae disminuye a medida que se ale-
jan del sistema basal, ya que de los 21211 individuos
contabilizados en los seis focos de infeccion, el 59,4%
(12606) se encontré en el tercio inferior, lo cual es
corroborado por Rojas et al. (2011) en donde localiza-
ron una mayor infestacién de la plaga en la parte baja
de las plantas de rosas por la alta densidad de hojas.
Ademas, se ha determinado que esta es una estrategia

para multiplicarse y protegerse ya que se encuentran
mas aislados de los factores fisicos, quimicos del ma-
nejo cultural y agronémico del cultivo, lo cual indica
que es un mecanismo de sobrevivencia de la plaga,
por lo que es importante valorizar la informacién de
los sistemas de control de acaros (Falconi, 2013b). Es-
tos resultados se obtuvieron en los dos muestreos que
fueron realizados con una diferencia de 15 dias.

En todos los tercios se encontré huevos (62,6%) de T.
urticae, observandose que en proporcién al desarrollo
del individuo hasta llegar al estadio adulto esta va dis-
minuyendo como lo muestra la tabla 3. Esto a causa de
que el muestreo fue realizado cuando la temperatura
dentro del invernadero fluctuaba entre los 22°C, el 6p-
timo de temperatura es de 25°C para el desarrollo de
T. urticae y las hembras durante su ciclo de vida (20 a
28 dias) ovipositan de 100 a 120 huevos. En tanto que

Tabla 3. Porcentaje total de los diferentes estadios de T. urticae presentes en cada uno de los tercios.

Tercios
Estadio Total
Ts Tm Th
Huevos 4,6% 23,6% 34,3% 62,6%
Larvas 2,3% 5,0% 13,7% 21,0%
Protoninfas 1,0% 1,2% 8,4% 10,6%
Deutoninfas 0,8% 0,7% 2,6% 4,1%
Adulto H 0,3% 0,5% 0,7% 1,5%
Adulto M 0,1% 0,1% 0,1% 0,2%
Total 9,0% 31,1% 59,9% 100%

H = hembra, M = macho, T = tercio, s = superior, m = medio, b = bajo

Tabla 4. Numero de colonias con caracteristicas de Bacillus spp. presentes en cada uno de los focos de infeccién, en los diferentes

tercios y estadios

F1 a F6: Focos de infeccién, Ts: Tercio superior, Tm: Tercio medio; Tb: tercio bajo; T.C.P.E.: Total de colonias por estadio; H: Huevo; L: Larva; P:

Foco de infeccion

2
= F1 F2 F3 F4 F5 F6 wi
E o
= O
el Elel|e|gle||e|&le]|e| &lel|e|&lel|gle|]|F
H 1 1 1 00| 2 o210 0]0|O 0Oj10/|O 21010 9
L 0O[0/|O 010 1 0]0|O 0]0]|O 0O[10/|O 0[10/|O 1
P 0 1 0 010]O0 0|00 0]0|O 0O10|O 00O 1
D 010|O 010]O0 0|00 01| 2 0 010|O 010|O 2
A 010 1 010 1 0|0]|O 01]0 1 010|O 00O 3
M 010]|O 010]O0 0|00 0]l0]|O 0O]0|O 010]|O 0
Total de colonias en todos los focos de infeccién y estadios 16

Protoninfa; D: Deutoninfa; A: Adulto hembra; M: Adulto macho.
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la relacién hembras adultas a machos adultos en este
estudio es de 6:1, en promedio en diferentes cultivos
la relacion sexual es de 3:1 (Zhang, 2003).

Presencia de colonias con caracteristicas
de Bacillus spp.

El mayor ndmero de colonias con caracteristicas de
Bacillus spp. se encontraron en el estadio de huevo
(9), seguido de la presencia en hembras adultas (3),
deutoninfas (2) y en un solo individuo en los estadios
de larva y de protoninfa, en total se determinaron 16
cepas con caracteristicas morfolégicas de Bacillus spp.
(tabla 4), con bordes irregulares, aplanados, de color
blanco mate, aspecto harinoso, ceroso, seco o cremo-
so al igual que las cepas de Bacillus aisladas a partir
de suelo identificadas en el estudio de Carrera (2009)
y Lozada (2010) quién aisl6 Bacillus subtilis y Bacillus
sphaericus a partir de fertilizantes, con las mismas ca-
racteristicas de identificacion morfolégica para llegar a
género y posteriormente realizaron pruebas bioquimi-
cas para llegar a la especie. Ademds se demuestra en
agrosistemas que la presencia numérica de los regula-
dores naturales tiene enorme trascendencia en el con-

trol de patégenos durante algunas estaciones de las
épocas productivas (Falconi y Mendgen, 1993; Falconfi
y Blanco, 2001). Ademas se pudo observar que Baci-
llus se desarrolla en PDA, es asi que en el estudio de
Zhigiong et al. (2013) realizan pruebas de antagonis-
mo de Bacillus contra Fusarium oxysporum, Alternaria
solani, Botrytis cinérea y Colletotrichum gloeosporioi-
des, haciendo que tanto la bacteria como el hongo se
desarrollen en el medio de cultivo mencionado para
realizar sus respectivas evaluaciones; de igual manera
Swain y Ray (2006) evaluaron en platos de PDA la in-
hibicién de crecimiento in vitro de hongos colocando
cepas de Bacillus subtilis aisladas a partir de estiércol
de vaca.

Identificacion de Bacillus spp.

De las 16 cepas, la PSL 103 fue la tnica Gram-, por lo
que fue descartada para realizar las pruebas bioquimi-
cas (tabla 5), atribuible al aislamiento de una bacteria
“tipo pseudomona”, las cuales morfol6gicamente pre-
sentan bordes ligeramente irregulares, aspecto mucoi-
de y con caracteristicas de pigmentos fluorescentes

Tabla 5. Reaccidn positiva y negativa de las cepas de Bacillus spp. frente a la tincién de Gram y pruebas bioquimicas

Codigo cepa Estadio —1 TG | PC [ HA Prueba TSI VP
FG FLS PG

PSL100 Huevo + + + + + + +
PSL101 Huevo + + + + + + +
PSL102 Protoninfa + + + + + + +
PSL103 Huevo -

PSL104 Hembra + + + + + + +
PSL105 Huevo + + + + + + +
PSL106 Huevo + + + + + + +
PSL107 Larva + + + + + + +
PSL108 Hembra + + + + + + +
PSL109 Huevo + + + . - + +
PSL110 Huevo + + + + - + +
PSL111 Deutoninfa + + + + _ + +
PSL112 Deutoninfa + + + + _ + +
PSL113 Hembra + + + + B B +
PSL114 Huevo + + + + _ + +
PSL115 Huevo + + + + - + +

Porcentaje 94% 100% 100% 93% 53% 93% 100%

TG (Tincién de Gram), PC (Prueba de la catalasa), HA (Hidrdlisis de almidén), FG (Fermentacién de la glucosa), FLS (Fermentacién de la lactosa
y/o sacarosa), PG (produccién de gas), VP (Voges Proskauer), + (Reaccién positiva), - (Reaccién negativa).
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Tabla 6. Extraccién de andlisis de componentes principales.

Varianza total explicada
.. Sumas de extraccion de cargas al Sumas de rotacion de cargas al
Autovalores iniciales
. cuadrado cuadrado
=
e <] =) « =) < [=)
g £ E g E g E
1 - = = - = = - =
S0F | §| B 3| F | E 3| | E
= = ) 2 = ) g = 2 g
< ] = < = ]
X ES P ES B B
1 2,903 72,572 72,572 2,903 72,572 72,572 1,894 47,346 47,346
2 0,636 15,909 88,481 0,636 15,909 88,481 1,645 41,135 88,481
3 0,363 9,071 97,551
4 0,098 2,449 100
Método de extraccién: andlisis de componentes principales.
(Todar, 2012), mientras que todas las demas resulta-
ron ser bacterias Gram. En las ,pruebas bioquimicas osidnasor)
de la catalasa, hidrélisis de almidén y Voges Proskauer S [ Componsets |
todas las cepas dieron positivo. En la fermentacion de il I
la glucosa, a excepcion de la cepa 109, todas tuvieron PsL 105 osassseid v faes
una reaccién positiva. Las cepas PSL 100, 101, 102, - ) = FSL100 omstosoma | 33| e
104, 105, 106, 107 y 108 fermentan la lactosa y/o sa- é‘ ° rim ATAS Al s
carosa, mientras que las cepas restantes no lo hacen 3 P12 P p%&im
y casi todas las cepas producen gas, menos la cepa e -
PSL 113. § ™ 101 o
:
Patogenicidad de los diferentes tratamientos %
E -1,00000-) ag_m
En la tabla 6 se observa que los componentes 1y 2 FeL 106
son los que mayor porcentaje de varianza acumulan =
(88,48%), (72,57% y 15,9% respectivamente) y los 2000001 resmoo
componentes 3 (9,07%) y 4 (2,45%) no se toman en T . R v R

cuenta para el presente analisis ya que su aporte es
muy bajo.

En la figura 2 se observa que los tratamientos se agru-
pan conforme afectan patogénicamente al gnatho-
soma, prodorsum, opistosoma y/o patas en hembras
adultas de T. urticae. Podemos observar que los trata-
mientos PSL 104 (figura 3a), PSL 113, PSL 114 y Ba-
cillus thuringiensis biovar acari estan estrechamente
relacionados afectando a las 4 partes evaluadas (ga-
nahosom, prodorsum, opistosoma y patas), las cuales
pueden ser aplicadas para la trazabilidad en los pro-
cesos productivos de manejo integral del cultivo me-
diante técnicas moleculares (Leibinger, et al.,, 1997).
El ingrediente activo Bacillus thuringiensis biovar acari
por su contenido de substancias activas tanto bacte-
rias como metabolitos, el efecto de control se produce
por bioacumulacién originando el colapso de centros
nerviosos, digestivos y reproductivos reduciendo dras-
ticamente la actividad biologica de la plaga (Biocontrol
Science, 2009), incluso bajo condiciones de campo

REGR factor score 1 for analysis 1

Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA) segtn
la patogenicidad de los diferentes tratamientos en el gnatho-
soma, prodorsum, opistosoma y patas de hembras de T. ur-
ticae en los componentes 1y 2.

(Lozada, 2011). Mientras que PSL 107 (figura 3c) y PSL
110 se diferencian de los tratamientos anteriormente
mencionados porque afectan en menor proporcion al
gnathosoma y prodorsum. Los tratamientos PSL 105,
115, 109, 100 y 112 estan relacionados a causa de la
patogenicidad en el opistosoma y patas, mientras que
las cepas PSL 101, 106 y 108 afectan ligeramente a las
patas, PSL 111 afecta altamente a las patas y muy poco
al opistosoma y prodorsum. Finalmente los tratamien-
tos PSL 102 y Testigo no presentan ningdn tipo de pa-
togenicidad en hembras adultas de T. urticae.
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Figura 3. Citohistoquimica en hembras de T. urticae observadas después de 12 dias de haber aplicado el tratamiento de inocula-
cién con bacterias. a) Presenta irregularidad en la pared externa del abdomen a causa de la actividad patogénica de la cepa PSL
104. b) Pared externa normal del abdomen. c) Irregularidad en la pared externa de la cuticula y tejido dafiado en el tarso y la tibia
de la pata Ill por causa de la cepa PSL 107. d) Pata Il sin irregularidades.

Conclusiones y recomendaciones

El efecto poblacional de T. urticae indica que el ma-
yor nimero de individuos se localiza en el tercio bajo,
donde la proporcion sexual de T. urticae en rosas fue
de seis hembras por cada macho, ademas se localizé
una mayor cantidad de huevos (62,6%). Por lo que se
recomienda que al momento de hacer la aplicacién en
campo, el control debe cubrir si es posible toda el area
de la planta ya que siempre permanecen individuos
que estan lejos de ser afectados por los diferentes ti-
pos de control.

El estudio reporta a 15 cepas de Bacillus spp. me-
diante caracterizacion morfolégica y reconfirmacion
por Tinciéon de Gram y cuatro pruebas bioquimicas
(Prueba de la catalasa, Hidrdlisis de almidon, Prueba
TSI y Voges Proskauer) en la cuales se obtuvieron re-
sultados positivos para determinar el género Bacillus.
Se recomienda aplicar la metodologia de tincién de
endosporas, ya que la presencia de estas es otra de las
caracteristicas fundamentales del género menciona-
do; existen varias técnicas, el método mas empleado
es el de Schaeffer Fulton con la utilizacion de verde
malaquita. Ademas, se recomienda realizar pruebas
bioquimicas especificas para determinar la especie de
Bacillus con la que se esta trabajando, o mediante la
aplicacion de técnicas moleculares.

Debido a que el muestreo fue realizado en una sola
época en donde la temperatura fluctuaba entre los
22°C, se recomienda evaluar la presencia de las cepas

bacterianas detectadas en el transcurso de periodos
climatolégicos extremos caracterizados por condicio-
nes de deltas con afeccién a plantas y organismos en
general.

Mediante la técnica de citohistoquimica se pudo eva-
luar escenarios anatomicos patogénicos de Bacillus
spp. causados en hembras de Tetranychus urticae, en
los cuales se observé ruptura de las paredes externas,
precipitacion de contenido celular, entre otras, siendo
las cepas PSL 104, 113 y 114 las mejores ya que ac-
tuaron de igual manera que el tratamientos de control
positivo con Bacillus thuringiensis biovar acari, sefalan-
do de esta forma la existencia de reguladores natura-
les bajo condiciones de alta intensidad agronémica del
cultivo de rosas, lo cual demuestra ser eficiente para
irrumpir sitios vitales de la plaga, reduciendo el dafo
que este produce al cultivo. Es importante establecer
estudios similares en funcién de la bisqueda de esce-
narios de la variabilidad bacteriana del género Baci-
llus para ampliar el espectro de mecanismos y modos
de accion destinado al control de importantes plagas
agricolas y en funcién del ciclo. Se recomienda hacer
pruebas en campo de las cepas que se evidenciaron
como las mas letales en laboratorio y determinar su
efectividad en programas de manejo de fincas de flo-
res en control biolégico.

Realizar la extraccion de ingredientes activos bacterianos
de las cepas mas eficientes, en tanto que uno de los prin-
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cipales componentes en los acaricidas son los metaboli-
tos microbianos de Bacillus thuringiensis biovar acari.
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Influencia de diferentes factores en el crecimiento
de bacterias endofitas de cana de azucar
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Resumen

En Cuba, entre los esfuerzos por lograr la sostenibilidad en la agricultura se han empleado biopreparados a
gran escala, los cuales han tenido un gran impacto econémico, ecolégico y social. La cafia de azicar constitu-
ye uno de los principales cultivos agricolas para nuestro pais y tiene gran importancia desde los puntos de vista
econdémico y ecoldgico a nivel mundial. En el presente trabajo se demostré el efecto de diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno en el crecimiento de 5 cepas enddfitas de cana de azicar, 3 de Gluconacetobacter
diazotrophicus, una de Bacillus licheniformis y una de Enterobacter agglomerans. De igual forma, se estudio
la influencia de jugos provenientes de cinco variedades, asi como diferentes concentraciones de las fitohor-
monas acido 3 indolacético (AIA) y dcido giberélico (GA) en el crecimiento. Se demostré que la asparagina y
el sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno adicionadas al medio LGl posibilitan un mayor crecimiento
de las bacterias enddfitas estudiadas. El medio LGl suplementado con jugo de cana de aztcar favorece signi-
ficativamente (p<0,05) el crecimiento de los microorganismos endéfitos y no existe relacion directa entre el
origen varietal del jugo y de las cepas. Por otra parte las fitohormonas en bajas concentraciones favorecieron
el crecimiento, no ocurriendo asi cuando se encuentran a elevadas concentraciones en el medio de cultivo. Es
necesario estudiar todos los factores que pueden influir en la interaccion entre la planta y los endéfitos para
poder utilizar sus potencialidades como promotores del crecimiento vegetal.

Palabras clave: PGPB, Saccharum sp. hibrido, jugo de cana.

Abstract

Among the efforts done in Cuba to the sustainability in the agricultural system, one of them is the use of bio-
products, which have a relevant economic, ecological and social impact. The sugarcane is one of main crops
in our country and it has a great importance at world level. In the present work is demonstrated the effect of di-
fferent carbon and nitrogen sources in the growth of 5 entophytic bacteria (three of Gluconacetobacter diazo-
trophicus, one of Bacillus licheniformis and one of Enterobacter agglomerans) were demonstrated. As the same
form are studied the influence of juices from five varieties, as well as, different concentrations of fitohormones
indole3acetic acid and giberelic acid on the growth. Was demonstrated that asparagine and ammonium sul-
fate as nitrogen sources added to LGl medium enhance the growth a major growth of the studied endophytic
bacteria. The LGl medium supplied with juices of sugarcane enhance the growth of microorganisms (p<0,05)
and don’t exist any relationships among the origin of the juice and the strains. On the other hand, the fitohor-
mones at low concentrations don "t affect the growth but at high levels of these hormones inhibit the growth.
It's necessary to study the factors that have influence on the interaction between the plant and endophytes to
use their potentialities as plant growth promoters.

Key words: PGPB, Saccharum sp. hybrid, juice of cane.

Recibido: diciembre 18 de 2014 Aprobado: septiembre 23 de 2015

* %

** ¥

PhD, Profesora Titular, Departamento de Microbiologia y Virologfa, Facultad de Biologfa, Universidad de La Habana, Cuba,
Autor para correspondencia: marcia@fbio.uh.cu

M.C., Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba, anarodri@ulb.ac.be

Lic., Especialista, del Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba.
lester.glez@nauta.cu

*#%% PhD, Profesora Auxiliar Consultante, Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La

Habana, Cuba, mayra@fbio.uh.cu

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 149-155

| Kionota

49



Eiowota

Introduccién

La cafa de azucar (Saccharum sp. hibrido) es una planta con altos contenidos de sacarosa, que
actualmente representa una de las fuentes de azicar mas importante a nivel mundial, por lo que
se cultiva en mas de 50 paises. El interés por mantener e incrementar la productividad de este
cultivo, no solo se sustenta por su utilizacion en la alimentacion humana, sino que también se
utiliza en la alimentacion animal (Correa et al., 2003; Martin et al., 2005), especificamente en
Cuba, se trabaja en la diversificacion de la industria azucarera, lo que confiere a este cultivo alto
valor agregado.

La agrobiotecnologia y la utilizacion de procesos naturales desempenan un papel importante en la
implementacion de la agricultura sostenible, con este objetivo se estudian las Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (PGPB proveniente de las siglas en inglés plant growth promoting bacteria),
en las que se incluyen tanto las bacterias que habitan en la rizosfera, como los rizobios y las bacterias
enddfitas, todos los cuales pueden beneficiar a los cultivos (Acemad y Kribet, 2014).

Velazquez et al. (2008) describieron la diversidad genética de la comunidad bacteriana enddfita de la
savia apoplastica del parénquima medular del tallo de la cana de azicar cultivada en suelos cubanos.
Los géneros Gluconacetobacter, Bacillus y Enterobacter se aislaron a partir de este cultivo, encontran-
dose los dos primeros entre los mas abundantes dentro de la comunidad bacteriana.

El estudio del efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, relacionadas con el medio natural,
asi como otros componentes del mismo permitira explicar el comportamiento de los microorganis-
mos endofitos en su habitat natural, lo que contribuird a conocer con mayor profundidad la interac-
cion planta-bacteria y a sustentar su utilizacion en la biotecnologia agricola. Ademds, este estudio
sienta las bases para la formulacién de medios de cultivo eficientes basados en fuentes naturales, para
el crecimiento de los enddfitos.

El presente trabajo tiene como objetivos demostrar el efecto de diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno en el crecimiento de cinco cepas enddfitas de cana de azicar. De igual forma, se estu-
di6 la influencia de jugos provenientes de cinco variedades, asi como diferentes concentraciones
de las fitohormonas acido 3 indolacético (AIA) y acido giberélico (GA) en el crecimiento de estas
bacterias.

Materiales y métodos

Cepas empleadas

Se emplearon las siguientes cepas bacterianas: Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAI5 (ATCC
49037) aislada a partir de raices de cana de azdcar en Brasil (Cavalcante y Dobereiner, 1988), C.
diazotrophicus cepas 1-05 y 4-02 aisladas de tallos de los cultivares de caia de azdcar Jarond 60-5 y
Media Luna 318, respectivamente (Rojas, 2005), Bacillus licheniformis aislada de tallos de la variedad
de cana de azdcar Cuba 323-68 (Rojas et al., 2001) y Enterobacter agglomerans aislada de tallos de la
variedad de cana de aztcar Media Luna 318 (Rojas et al.,, 2001).

Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno en el crecimiento

Las cepas se cultivaron en medio LGl liquido (en g L' K;HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgSO. 7H.0 0,2;
CACl; 2H,0 0,02; NaMoO4 2H,0 0,02; FeCl; 6H.O 0,01; Bromotimol azul (solucién al 0.05% en
KOH 0,2N) 5 mL) con 10g L' de sacarosa como fuente de carbono (Cavalcante y Dobereiner, 1988)
durante 48 horas, a 30 °Cy a 150 rpm, y los in6culos se ajustaron a 102 UFC.mL", segin la escala de
Mc Farland (NCCLS, 2005) con solucién salina al 0.8 % (NaCl 0,8 g en 100 mL de H:O). Se prepard
medio LGl semisélido (2 g.L'' de agar) con las siguientes fuentes de carbono en una concentracién
final del 1 %: xilosa, sacarosa, inositol, glucosa, fructosa, jugo de cafna de azicar.

Por otra parte, se prepararon medios de cultivo con sacarosa al 1% como fuente de carbono vy las
siguientes fuentes de nitrogeno en una concentracion final de 5 mM: sulfato de amonio, nitrato de
potasio, asparagina, triptéfano, treonina, arginina y un control sin la adicién de nitrégeno.

Se sembraron 100 L de cada in6culo en 5 mL de medio y se incubaron por 72 horas a 30 °C. Se
midio la absorbancia a 600 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Influencia de jugos de diferentes variedades de caiia de aziicar sobre el crecimiento

Se prepar6 un inéculo similar al descrito en el epigrafe anterior e igualmente se ajusté a 102 UFC.
mL'. De esta preparacion se tomaron 100 uL para inocular tubos de cultivo que contenian 5 mL de
medio LGl liquido y jugo de cana de diferentes cultivares de cana de azdcar para una concentracion
final de 20y 30 %, asi como un control con azdcar comercial como fuente de carbono. Se utilizaron
jugo de cana de cinco cultivares diferentes. Se incubaron las muestras a 150 rpm, 30 °C y se midi6 la
absorbancia a 600 nm a las 24, 48 y 72 horas. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Influencia del dcido indolacético y el dcido giberélico en el crecimiento

Se procedié de forma similar a lo descrito en el epigrafe anterior, utilizando medio SYP: (en g L'
sacarosa 10, extracto de levadura 3, K;HPO, 1, KH,POj4 3, pH=6,2) (Caballero-Mellado y Martinez-
Romero, 1994) liquido con diferentes concentraciones finales de acido 3 indolacético (AIA) y acido
giberélico (GA) de 0,025, 0,25y 2,5 mg.L" y como control el medio sin hormonas. Se incubaron las
muestras a 150 rpm, 30 °C y se midi6 la absorbancia a 600 nm a las 24, 48 y 72 horas. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Andlisis biométricos

Los resultados de los estudios fisiolégicos descritos se analizaron utilizando el paquete estadistico
Tonystat (9). Se emplearon pruebas paramétricas y no paramétricas: andlisis de varianza, prueba de
Kruskal-Wallis, prueba de comparaciéon de medias de Duncan y prueba de comparaciones multiples
no paramétricas.

Resultados y discusién

Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno en el crecimiento

En las cepas estudiadas se pueden observar diferencias significativas en el crecimiento entre los me-
dios con diferentes fuentes de nitrégeno (tabla 1). Para las cepas de G. diazotrophicus se destacan
los medios con sulfato de amonio y asparagina como fuentes de nitrogeno. Para B. licheniformis los
medios con sulfato de amonio, nitrato de potasio, asparagina y arginina muestran los mayores valo-
res de crecimiento. Se repiten las dos dltimas fuentes de nitrégeno para E. agglomerans.

Stephan et al. (1991) probaron la accién de varios aminoacidos sobre la actividad nitrogenasa de G.
diazotrophicus, Rodriguez et al. (2005) demostraron que con treonina, triptéfano, arginina y asparagi-
na como fuentes de nitrégeno, se evidencia inhibicién parcial de esta actividad, quizas consecuencia
de mecanismos similares de desactivacion de la fijacion biolégica del nitrégeno, posiblemente no
tan eficientes, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo en la inhibicion del
crecimiento.

Esta bacteria ha mostrado su efecto promotor del crecimiento en diferentes cultivos de importancia
econémica como malanga, yuca y papaya, estudios que se han realizado a nivel de campo y han per-
mitido demostrar su efecto en el incremento de los rendimientos y calidad de los frutos o tubérculos
(Dibut et al., 2009).

A las 24 horas de incubacién en medios con diferentes fuentes de carbono, no existen diferencias
significativas en el crecimiento de las cepas de G. diazotrophicus (tabla 2). Sin embargo, para B. liche-
niformis y E. agglomerans, se aprecian diferencias en el crecimiento desde las 24 horas, esto era de
esperar ya que estas bacterias tienen una tasa de crecimiento mayor que G. diazotrophicus.

Los resultados obtenidos con las cepas de G. diazotrophicus concuerdan con los presentados por
Ureta et al. (1995). Estos autores observaron que existen diferencias entre cepas de la misma especie
en cuanto a la utilizacién de fuentes de carbono. En este trabajo se observan diferencias en el creci-
miento en los medios con xilosa, fructosa, inositol, glucosa y pectina. Rojas et al. (2012) al identificar
46 aislados de esta especie a partir de varios cultivares de cana de azdcar, demostraron que hay ce-
pas que no crecen en medio con glicerol, manitol, xilosa e inositol como fuentes de carbono, lo que
se corresponde con nuestros resultados. En este trabajo se demuestra que existen comportamientos
diferentes en el crecimiento para las cepas estudiadas si se analiza cuantitativamente, ain cuando
las cepas crezcan en los medios analizados, lo que resulta importante para la futura utilizacion agro-
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Tabla 1. Crecimiento de cepas de endéfitos de cafa de aziicar en medio LGl con diferentes fuentes de nitrégeno
medida en cultivos de 5 mL a través de la absorbancia a 600 nm.

Cepas
Fhentestde Gluconacetobacter diazotrophicus Bacillus [l
nitrogeno Cepa Pal-5 Cepa 1-05 Cepa 4-02 licheniformis agglomerans
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

(NH4):SO4 | 0,093a | 0,623b| 0,038a| 0,325a 0,048ab | 0,308ab | 0,080cd 0,393b 0,223c¢ 0,355d
KNO; 0,000b | 0,000e | 0,000a | 0,000d 0,000b 0,000c 0,027e 0,536a 0,079d 0,439c
Asparagina | 0,084a | 0,730a | 0,009a | 0,288ab | 0,053ab | 0,347a 0,320a 0,399b | 0,530a 0,741b
Tript6fano 0,074a | 0,469c | 0,013a| 0,216bc | 0,071a 0,257b 0, 005c¢ 0,89c 0,084d 0,107e
Treonina 0,000b | 0,067e | 0,032a | 0,000d 0,003b 0,018c 0,020e 0,068c 0,030e 0,060ef
Arginina 0,103a | 0,370d | 0,027a | 0,173c 0,032a 0,244b 0,265b 0,419b 0,346b 0,910a
LGI 0,000b | 0,000e | 0,000a | 0,000d 0,000b 0,000c 0,038de | 0,029c 0,001e 0,000f

Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0,05) para la Prueba de comparacién de medias de Duncan. Media
de 3 repeticiones.

Tabla 2. Crecimiento de endéfitos de cafia de azticar en medio LGl con diferentes fuentes de carbono medida en
cultivos de 5 mL a través de la absorbancia a 600 nm.

Cepas
Fuentes de Gluconacetobacter diazotrophicus Bacillus Enterobacter
carbono cepa PAI5 Cepa 1-05 Cepa 4-02 licheniformis agglomerans
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Xilosa 0,008a | 0,019c¢ 0,010a | 0,004b | 0,005a | 0,002b | 0,018b | 0,200bc | 0,144cd | 0,268bc
Sacarosa 0,015a | 0,140bc | 0,021a | 0,032b | 0,016a | 0,053ab| 0,052b | 0,177cb | 0,272a 0,376ab
Jugo de cana | 0,010a | 0,392a 0,006a | 0,241a 0,008a | 0,244a 0,175a 0,322ab | 0,306a 0,516a
Fructosa 0,027a | 0,210b 0,018a | 0,100b 0,029a | 0,074a 0,014b | 0,104d 0,133d 0,155¢
Inositol 0,000a | 0,061c 0,000a | 0,005b 0,005a | 0,031b | 0,015b | 0,267ab | 0,285a 0,417a
Glucosa 0,000a | 0,198b 0,000a | 0,000b 0,002a | 0,000 b | 0,006b | 0,165b 0,199bc | 0,276bc
Pectina 0,006a | 0,096bc | 0,006a | 0,079b 0,038a | 0,151a 0,043b | 0,170b 0,100de | 0,208bc
Celulosa 0,016a | 0,021c 0,015a | 0,027b | 0,057a | 0,071ab | 0,031b | 0,034c 0,020e 0,026d
LGI 0,014a | 0,055c¢ 0,019a | 0,045b | 0,00Ta | 0,016b | 0,009b | 0,348a 0,250ab | 0,438a

Media de 3 repeticiones. Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0,05) para la prueba de comparacién de
medias de Duncan.

biotecnolégica de estas bacterias. Segtiin han demostrado Dibut et al. (2011) se obtienen mejores
resultados al asperjar el cultivo de G. diazotrophicus a las hojas y el suelo, por lo que la utilizacién de
una amplia gama de fuentes de carbono podria sustentar la sobrevivencia de la bacteria.

Lery et al. (2008) mediante estudios de proteémica, identificaron numerosas proteinas involucradas
en el metabolismo de aminoacidos, carbohidratos, y otras, en la cepa Pal5, lo que sustenta la utiliza-
cion de los compuestos analizados en el presente trabajo, incluso Luna y Boiardi (2007) demostraron
que la utilizacion de la glucosa depende del pH del medio.

Por otra parte, Galisa et al. (2012) empleando RT-gPCR demostraron la expresion diferenciada de
genes de mantenimiento y otros relacionados con a biosintesis y el catabolismo, en medio LGI su-
plementado con diferentes fuentes de carbono, lo que corrobora las diferencias en el crecimiento
encontradas en este trabajo.
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A las 48 horas de crecimiento para G. diazotrophicus y desde las 24 horas para B. licheniformis y E.
agglomerans se aprecia la diferencia existente entre el medio que tiene jugo de caiia como fuente de
carbono vy las otras fuentes de carbono utilizadas. El elevado crecimiento en medio LGl con jugo de
cana pudiera deberse a la presencia de vitaminas, proteinas y otros compuestos que favorezcan el
crecimiento de los microorganismos. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el medio LGI
con jugo de cafa y que existen diferencias en la composicion del jugo de los cultivares de cana, se
decidié comprobar si la procedencia varietal del jugo ejerce influencia sobre el crecimiento de estas
especies por la importancia que esto podria representar al formular un medio de cultivo para la apli-
cacion biotecnoldgica de estas bacterias en la agricultura.

Influencia de jugos de diferentes cultivares de caiia de aziicar sobre el crecimiento

A las 24 y 48 horas de cultivo en el medio LGl suplementado con jugo de cafa de diferentes
variedades a concentraciones de 20 y 30%, no hay diferencias en el crecimiento de las cepas
analizadas.

Alas 72 h, en el caso de la cepa 4-02 de C. diazotrophicus el crecimiento es significativamente mayor
en el medio sin jugo utilizando azicar comercial al 20 y al 30% (figura 1), lo cual pudiera sugerir que
los compuestos presentes en el jugo de la cafa de aztcar a determinadas concentraciones estimulan
el crecimiento microbiano, pero a partir de una concentracion determinada se pudieran producir
sustancias que resultan téxicas e inhiben el crecimiento de algunas cepas.

Enterobacter agglomeransy B. subtilis a las 72 horas de crecimiento en todos los medios con jugo,
superaron en crecimiento al medio LGl con azicar comercial. En este caso se pudiera pensar en
que el jugo de cana ejerce una influencia positiva sobre el crecimiento de las bacterias ya que
el jugo de cafna contiene cantidades de glucosa y fructosa (0.2-0.6%), nitrégeno organico (0.02-
0.04%) y vitaminas (Reis et al., 1994). Ademas, el pobre crecimiento de estos microorganismos
en el medio con azicar comercial, comparado con el crecimiento en el jugo de cana, pudiera
indicar la presencia de residuos de la industria de la cana de azicar que perjudiquen el creci-
miento de las bacterias.

Es notable la diferencia del crecimiento en los medios con jugo de los cultivares C1051-73 y
Ja605 al 30% para la cepa de E. agglomerans, las cuales tienen en comun el indicador de sélidos
solubles (Brix) y el Porcentaje de Pol (Pol: que esta constituido fundamentalmente por sacarosa)
(Naranjo, S.).

La presencia de grandes cantidades de iones como el K* y acidos organicos (Wealbun et al., 1990)
entre los sélidos solubles pudieran estimular el crecimiento de E. agglomerans, pero es mas logico
pensar que influya el porcentaje de Pol, donde fundamentalmente se tiene en cuenta el porcentaje
de sacarosa pero también puede estar presentes carbohidratos de mediano peso molecular, que son
sustancias 6pticamente activas y se ha demostrado que desvian el plano de luz polarizada y pueden
influir en las mediciones de sacarosa por polarimetria (De Armas et al., 1999). A su vez, estos carbo-
hidratos pueden ser utilizados por el microorganismo porque son polimeros de fructosa y galactitol
(Legaz et al., 1992). Resulta valido aclarar que no se han encontrado en la literatura trabajos que
comparen el crecimiento de bacterias en diferentes jugos de cana de azicar y estos estudios podrian
sentar las bases para la formulacion de medios de cultivo con fuentes econémicas para la aplicacion
agrobiotecnolégica de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Influencia del dcido indolacético y el dcido giberélico en el crecimiento

Son muy pocos los estudios realizados donde se analice la interrelacion enddfito-planta respecto a la
influencia de las fitohormonas en la fisiologia de las bacterias.

Para E. agglomerans se observa que las concentraciones de 0,025 y 0,25 mg.L"' de ambas fitohormo-
nas estimulan el crecimiento comparando con el medio SYP sin hormonas a las 72 horas (figura 2).
Esto permite inferir que a estas concentraciones de AIA y GA se produce una induccion del creci-
miento igual que ocurre con Azospirillum brasilense en presencia de AlA, lo cual se explica por una
regulacion estimuladora de los genes que codifican para le enzima indol-3 piruvato descarboxilasa,
que estd involucrada en la via de sintesis de AIA por el microorganismo (Vande Broek et al., 1999).

Por otra parte, el AIA en la planta estimula la sintesis de proteinas debido a que estabiliza el ARN
mensajero, lo cual incrementa la tasa de transcripcion y el GA; potencia la presencia de polirribo-
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Figura 1. Crecimiento de cepas enddfitas de cafia de azlcar, en jugos de diferentes cultivares (C1051-73, C323-
68, C86-12yJa605) afiadidos al 20y 30% al medio LGl, a las 72 horas de cultivo agitado a 150 rpm a 30°C. Letras
diferentes indican diferencias significativas dentro de una misma cepa bacteriana para la prueba de comparacién
de medias de Duncan (p<0,05).
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Figura 2. Influencia del dcido indolacético (AlA) y el dcido giberélico (GA) en el crecimiento de endéfitos de cafa
de azicar a las 72 horas de cultivo en medio SYP suplementado con diferentes concentraciones de hormonas
(mg.L"). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de una misma cepa bacteriana para la prueba
de comparacién de medias de Duncan (p<0,05).

somas y aumenta el nimero de ribosomas por célula (De Armas et al., 1988) y pudiera ejercer una
accion similar sobre la célula microbiana.

Conclusiones

Se puede plantear que la utilizacion de asparagina y sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno adi-
cionadas al medio LGl posibilitan un mayor crecimiento de las bacterias enddfitas en caia de azdcar.

154

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 149-155



El medio LGI suplementado con jugo de cafa de azicar favorece significativamente el crecimiento de
los microorganismos endofitos y no existe relacion directa entre el origen varietal del jugo y el crecimien-
to de las bacterias, por lo que se podria utilizar en un medio de cultivos para la produccion biotecnol6-
gica de los enddfitos.

El estudio de la ecologia de la interaccion entre los endofitos y las plantas es de gran importancia, y mas
especificamente las relaciones de los componentes de la planta, ya sean el jugo o las fitohormonas, pue-
den resultar sumamente interesantes y abre las puertas para analizar en trabajos futuros la interaccion
planta-endéfito “in vivo”.
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Resumen

El propdsito de este estudio fue evaluar medios de cultivo de germinacion para el establecimiento in vitro
de Hypericum goyanesii e Hypericum juniperinum como estrategia de conservacion ex situ, por medios
biotecnolégicos de especies vegetales pertenecientes al ecosistema alto-andino. Las semillas se desin-
fectaron con hipoclorito de sodio y se sembraron en seis tratamientos basados en los medios de cultivo
Murashige & Skoog (MS) y MS con reduccion del 50% de sus macro y microsales y vitaminas, con y sin la
adicion de carbén activado y pulpa de banano. La germinacién se favorecié por el empleo de pulpa de
banano en el medio MS con reduccion de sales y suplementado con carbén activado. Fue posible eviden-
ciar que los explantes sexuales de H. goyanesii e H. juniperinum estuvieron influenciados positivamente en
la variable porcentaje de germinacion, por el empleo de sustancias organicas en reemplazo de reguladores
de crecimiento.

Palabras clave: Hypericaceae, cultivo in vitro, germinacién, desinfeccién, medios de cultivo.
Abstract

The purpose of this study was to evaluate germination culture media for the in vitro establishment Hyperi-
cum goyanesii e Hypericum juniperinum as ex situ conservation strategy for biotechnology of plant species
belonging to the high-Andean ecosystem. The seeds were disinfected with sodium hypochlorite and see-
ded into six treatments MS and MS with 50% reduction of its macro and microsales and vitaminas, with
and without the addition of activated charcoal and pulp banana. Germination is favored by the use of ba-
nana pulp in MS medium with reducing salts and supplemented with activated charcoal. It was possible to
show that sexual explants and H. goyanesii e H. goyanesii juniperinum were influenced positively variable
germination percentage, by the use of organic substances to replace growth regulators.

Key words: Hypericaceae, in vitro culture, germination, disinfection, culture medio.
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Introduccién

A nivel mundial son serias las amenazas que presentan los ecosistemas de montafa, representando
los dafos mas extremos vy significativos los Andes (Okada, 2001), que es la cadena montafiosa mas
extensa del mundo y de la cual hace parte el pdramo, considerado como uno de los ecosistemas con
mayor afectacion antrépica del continente (Morales y Estévez, 2006). Colombia no ha sido ajena a
ésta problematica, ya que los paramos vienen sufriendo serios procesos de transformacion, alteracion
y degradacion, debido a acciones antrépicas como la quema; el empleo de elementos lefiosos para
combustible y cercas vivas; actividades agricolas como pastoreo y pisoteo, residuos agropecuarios,
corrimiento de limites agricolas; actividades agricolas y las obras de urbanismo y civiles, entre otros
(Contraloria General de la Republica, 2012). De ésta forma, se hace necesario generar conocimiento
e investigacion cientifica, como elementos fundamentales para asegurar la conservacion de la biodi-
versidad (Josse C. et al., 2009).

* Ing. de Produccién Biotecnoldgica. Profesional de investigacién lider en propagacién invitro. Subdireccién Cientifica. Jardin
Botdanico de Bogota José Celestino Mutis. baperez@jbb.gov.co
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Bajo éste concepto, el Jardin Botanico de Bogotd José Celestino Mutis - JBB emplea el Cultivo de
tejidos vegetales como una estrategia de conservacion ex situ de especies nativas promisorias altoan-
dinas y de paramo. Dos de las especies priorizadas, dentro de ésta linea de investigacion, correspon-
den a H. goyanesii e H. juniperinum, debido a su potencial para la conservacion, reintroduccién o
restauracion ecoldgica.

Teniendo en cuenta que para éstas dos especies se hace necesario desarrollar estudios que determi-
nen los aspectos que influyen en la germinacién de sus semillas y que a su vez den lineamientos para
un manejo y aprovechamiento adecuados de las mismas, se planteé la presente investigacion que
tuvo como objetivo evaluar las respuestas germinativas in vitro, en seis medios de cultivo. Se busca
que con la metodologia aqui expuesta se generen plantulas completas que sean utilizadas como
fuente de explantes para los estudios de micropropagacion.

Materiales y métodos

Las salidas de campo para la colecta de material vegetal se realizaron en el departamento de Cun-
dinamarca: los frutos de H. goyanesii fueron colectados en la reserva El Tablazo, via al municipio de
Subachoque (N 5° 00°56.5” - W 74° 12734.0” con una altitud de 3437 m.s.n.m.). El material vegetal
de H. juniperinum fue colectado en el paramo de Sumapaz a 3690 m.s.n.m., bajo el siguiente registro
geografico: N 4° 17°24.2” - W 74° 12728.9”. Los frutos colectados fueron transportados en bolsas
plasticas al laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Subdireccion Cientifica del JBB, donde las
semillas fueron recuperadas, limpiadas y almacenadas durante 2 meses a 4 °C.

Las semillas maduras fueron sometidas a un proceso de desinfeccion superficial, sumergiéndolas du-
rante 10 minutos en agitacion constante, en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% con dos gotas
de tween 20. Posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua microfiltrada estéril y se depositaron
en tubos eppendorf con el fin de llevar a cabo una nueva desinfeccion empleando la centrifuga. En
el proceso de centrifugado se realizé un enjuague con hipoclorito de sodio al 5%, seguido de tres
enjuagues con agua microfiltrada estéril. Para cada uno de los enjuagues se manejé un tiempo de 5
minutos y una rotacion de 5000 rpm (Pérez-M, 2014).

Se elaboraron seis tratamientos de germinacion basados en las sales minerales y vitaminas del me-
dio MS (Murashige y Skoog, 1962) al 100% (MS) y al 50% (2 MS) (tabla 1). El empleo de la pulpa
de banano y del carbon activado en los tratamientos T2, T3, T5 y T6, se realizé con la finalidad de
evaluar su influencia en la germinacion de las especies en estudio, teniendo en cuenta los resultados
que éstas sustancias han proporcionado en la germinacion in vitro de otras especies, especialmente
pertenecientes a la familia Orchidaceae. Los suplementos empleados en todos los tratamientos fue-
ron sacarosa (15000 mg/l) y agar (5000 mg/l).

Los nutrientes del medio de cultivo fueron pesados en una balanza analitica de precision y disueltos
en agua microfiltrada. Se emplearon recipientes de vidrio con una capacidad de 100 ml para la distri-
bucion de 20 ml de medio en cada uno de ellos. El pH del medio fue ajustado a 5,8 y la esterilizacion
se realizé en una autoclave a 15 libras de presion por pulgada cuadrada (15 Ib/in?) durante 15 minu-
tos, con una temperatura de vapor aproximada de 121.5 °C.

Tabla 1. Tratamientos para inducir la germinacién en semillas de H. goyanesii e H. juniperinum

Tratamientos Descripcion
T1 /2 MS
T2 2 MS + 2000 mg/l de carbon activado
T3 2 MS + 2000 mg/I de carbén activado + 30000 mg/l de pulpa de banano
T4 MS
T5 MS + 2000 mg/l de carbén activado
T6 MS + 2000 mg/I de carbén activado + 30000 mg/I de pulpa de banano
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Las semillas una vez desinfectadas, fueron sembradas en los seis tratamientos de germinacion ya
descritos. Se sembraron cuatro semillas por frasco de vidrio con medio de cultivo. Se manejaron
para H. goyanesii cinco repeticiones, por tratamiento de germinacion. El total de semillas evaluadas
para ésta especie fue 120. Para H. juniperinum se sembraron tres repeticiones, con un total de 72
semillas evaluadas. Los frascos se mantuvieron en la sala de incubacién durante 18 y 12 semanas,
respectivamente, tiempo en el cual se llevo a cabo el registro de la variable germinacién. Se manej6
un fotoperiodo natural (12/12), con un rango de temperatura entre 19 °C y 27 °C y humedad del
60 % al 80 %. La intensidad luminica estuvo comprendida entre 1500 lux y 5000 lux.

Analisis estadistico. Se aplicé un diseno experimental completamente al azar para cada una de las
dos especies priorizadas. La variable registrada fue el porcentaje de germinacion. Los resultados de
ésta variable fueron sometidos, por medio del programa estadistico SAS, a un andlisis de varianza
(ANOVA) y se aplicé la prueba de comparacion Mdltiple Duncan, con un nivel de confiabilidad del
95%.

Resultados y discusién

El esquema de desinfeccion brindé una contaminacién del 0% en las semillas. Este esquema fue
comparado por Pérez-M, 2014, con otras dos metodologias de desinfeccion, en las cuales la
contaminacién promedio registrada en las semillas de H. goyanesii e H. juniperinum fue del 47,5 %.

Se puede determinar que los frutos colectados en su medio natural contaban con buenas condicio-
nes sanitarias que facilitaron la desinfeccién completa con el empleo del hipoclorito de sodio, el cual
es una de las sustancias comidnmente recomendadas para la desinfeccion superficial de materiales a
introducir al cultivo in vitro (Abdelnour y Munoz, 2005), es Gtil como germicida y agente oxidante y
presenta las ventajas de ser muy eficiente para éste propdsito, de ser enjuagado facilmente y de ser
muy econdmico (Sudrez, 1997).

Los porcentajes de germinacion obtenidos se dan a continuacién para cada especie evaluada:

Hypericum goyanesii. El seguimiento a la variable germinacion se realizé durante 18 semanas. Los
porcentajes fueron nulos (0%) para todos los tratamientos, excepto para el T3 (2 MS suplementado
con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de banano), en donde se registré una
germinacion del 20% al término del tiempo total de evaluacion. De ésta forma, se observa que la
curva de germinacion (figura 1), quedé representada por el Unico tratamiento que brindé condicio-
nes 6ptimas para la germinacion. Al realizar ANOVA se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados (P= 0.0471). La prueba de comparacion mdltiple Duncan indicé que el
tratamiento que era estadisticamente diferente a los demas, por producir el dnico efecto en la varia-
ble germinacion, fue el T3.

Hypericum juniperinum. Durante las 12 semanas de seguimiento al material sexual de H. juniperi-
num, la variable germinacion fue del 0% para los medios de cultivo T1: 2 MS, T2: 72 MS+ 2000 mg/L
de carbon activado, T4: MS y T5: MS + 2000 mg/L de carbon activado y T5: MS + 2000 mg/L de
carbon activado.

Curva ds germinacion en H. goyanesil
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Figura 1. Seguimiento, durante 18 semanas después de la siembra, a la variable porcentaje de germinacién en
H. goyanesii.
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Para el medio T6: MS suplementado con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de
banano, los procesos germinativos iniciaron en la tercera semana de evaluacion con un porcentaje
del 5%, el cual se incremento hasta el 41,6% en la décima semana de seguimiento. Con el medio
T3: 2 MS suplementado con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de banano,
las semillas iniciaron su germinacién en un 25% en la tercera semana de evaluacion, siendo ésta del
100% en la sexta semana de seguimiento. En la figura 2, se representa la curva de germinacion para
H. juniperinum, en donde sélo es posible apreciar la respuesta germinativa en los tratamientos T3 y
T6, ya que en los demas ésta fue nula (0%). Al realizar la prueba ANOVA se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados (P<0.001). La prueba de comparacién mdltiple de Dun-
can determiné que bajo el T3 se obtuvo el mayor valor de la media (100) para la variable evaluada.

Curva de germinacion en H. juniperinum
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Figura 2. Seguimiento, durante 12 semanas después de la siembra, a la variable porcentaje de germinacién en
H. juniperinum.

Las semillas de H. goyanesii e H. juniperinum, mostraron un requerimiento especifico de reduccién en
un 50% de las concentraciones de sales minerales y vitaminas presentes en el medio MS. Resultados
similares fueron obtenidos por Pérez-M, 2012, quien reportdé que el mayor porcentaje de germina-
cién in vitro (62,5%) para Hypericum mexicanum L., en un tiempo de evaluacion de 15 semanas, se
registré con el medio 2 MS suplementado con 2000 mg/L de carbon activado.

Cuando ésta composicion nutritiva del medio MS unida al carbén activado, fue suplementada con
pulpa de banano, se pudo favorecer los porcentajes de germinacion en H. goyanesii e H. juniperinum.
El carbon activado, se usa para absorber sustancias toxicas de la microatmésfera gaseosa, generadas
durante la incubacién in vitro (Arditti y Ernst, 1993; Pedroza et al., 2010). El banano, posee un alto
contenido de azdcares, vitaminas, aminoacidos, antioxidantes, minerales, dcidos organicos y agentes
promotores del crecimiento (Arditti, 1993; Kitsaki et al., 2004; Moreno y Menchaca, 2007; Yam vy
Arditti, 2009; Yong et al., 2009).

Conclusiones

Considerando que un factor clave en los procesos de propagacion in vitro es el lograr la desinfeccion
de explantes, en algunas ocasiones alcanzar este objetivo se convierte en un problema al no dispo-
ner de material vegetativo o disponer de él pero en un alto grado de contaminacion al colectarlo en
condiciones naturales, se plantea que el uso de semillas, como material de partida, es una muy buena
alternativa en la obtencion de explantes en condiciones asépticas, al inducir su germinacion in vitro.

Se determinaron los requerimientos nutricionales para la germinacion de las especies. La pulpa de
banano mejoro las condiciones nutritivas del medio 2 MS y permitid, junto al carbén activado, la
germinacion completa en un tiempo de seis semanas para H. juniperinum. Las mismas condiciones
nutritivas fueron las Unicas que brindaron una germinacién total del 20%, al término de 18 semanas
para la especie H. goyanesii.

Para ambas especies, son necesarios mas estudios para dilucidar aspectos como germinacién por
métodos tradicionales o convencionales, la naturaleza y concentracién de sustancias inhibitorias de
la germinacion, requerimientos de luz y pretratamientos de germinacion. Sin embargo, se considera
que los resultados aqui presentados pueden servir para el desarrollo de un sistema de produccion in
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vitro que posibilite la obtencién de plantas completas, a partir de semillas, para ser reintroducidas en
su habitat natural.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

La Revista Colombiana de Biotecnologia publica dnicamente
articulos originales, principalmente contribuciones prove-
nientes de investigacion y desarrollo en las diversas dreas de
la biotecnologia, asi como articulos técnicos que no presen-
tan prueba de hipétesis, como la descripcion técnica de mé-
todos. También serdn aceptadas notas breves; por ejemplo
informes de un trabajo significativo cuyos objetivos sean de
corto alcance.

Los autores deberan seguir las instrucciones que se presen-
tan a continuacion. Los articulos que no cumplan con éstas
se devolveran sin ser evaluados. Los manuscritos deben en-
viarse por triplicado, en papel blanco de tamano carta (21,6
X 27,5 ¢cm), a espacio sencillo, con margenes de 3 cm. Las
dos copias deberan omitir la informacion de los autores.
Debe incluirse la version electronica del trabajo en disquete
o CD. Para agilizar el proceso de evaluacién puede enviar-
se también una copia al correo electrénico que se indica
al final. Los articulos deben ser elaborados utilizando Word
Windows o aplicaciones compatibles, en letra Times new ro-
man de 12 puntos.

El trabajo debe tener una extension maxima de 20 paginas,
incluidas figuras, tablas y bibliografia. El lenguaje utilizado
debe ser claro y preciso. El trabajo debe estar escrito en es-
tilo impersonal.

Los nombres comerciales y marcas deben evitarse en el texto,
o referidos entre paréntesis. Los productos comerciales deben
ser mencionados por el nombre técnico o el principio activo.
Los nombres registrados deben ir acompanados por ®. Se de-
ben utilizar las abreviaturas aceptadas internacionalmente. En
caso de ser utilizadas siglas poco comunes, deberan indicarse
completas la primera vez que se citan, seguida de la sigla en-
tre paréntesis. Todas las abreviaturas y siglas deben escribirse
sin punto. Use el sistema métrico decimal para todas las medi-
das y abreviaturas para las unidades comunes de medida: ki-
logramo (kg), gramo (g), miligramo (mg), metro (m), etc. Evite
las notas de pie de pagina, excepto para la informacion de los
autores del articulo. Utilice un solo tamano de letra.

La estructura del articulo debe tener en cuenta los pasos del
método cientifico, asf:

Titulo. Debe ser corto pero ilustrativo, sin exceder de 15
palabras. Debe incluirse una traduccion del titulo en inglés y
un titulo corto para los encabezados de pagina.

Autores. En el crédito a los autores se deben incluir los nom-
bres completos. Los autores deben ir en orden de acuerdo
con la importancia de contribucién a la investigacién o en la
preparacién del articulo y no en orden alfabético ni de ran-
go. En nota a pie de pdgina y con asteriscos se indicaran res-
pectivamente los titulos académicos, la institucion a la cual
pertenecen y la direccion postal completa (incluido e-mail).

Resumen. Debe ser conciso y contener informacién sobre
justificacion, objetivos, metodologia y resultados concretos
de la investigacion. Debe indicar las principales conclusiones
haciendo énfasis en los logros alcanzados. No debe exceder
de 250 palabras escritas en un solo parrafo.

Palabras clave. Se debe elaborar una lista de cinco palabras
del articulo, como méaximo, diferentes de las incluidas en el
titulo, que faciliten el uso de los sistemas modernos de ca-
talogacion y busqueda de la informacion por computador.

Abstract. Debe ser una traduccién técnica del resumen al
idioma inglés.

Key words. Debe ser una traduccion fiel de las palabras cla-
ve al idioma inglés.

Introduccion: Debe describir el planteamiento general de
un tema, dando la informacion necesaria en forma precisa
y haciendo referencia sélo a la bibliografia directamente
relacionada y considerada indispensable para el desarro-
llo del tema, que permita conocer el estado actual del
mismo. Debe indicar con claridad el objetivo de la hipé-
tesis de la investigacién y su relacion con otros trabajos
relevantes. (No revisiones amplias de bibliografia).

Materiales y métodos: Deben describirse las técnicas y los
equipos utilizados dentro de una secuencia que muestre de
manera concreta y logica el desarrollo de la investigacion,
con el fin de que puedan ser reproducibles. Las fuentes y el
estado de pureza de los materiales y la descripcion detalla-
da de equipos sélo debe incluirse cuando éstos sean muy
especificos o novedosos. Los procedimientos descritos por
otros autores deben evitarse, pero si han sido modificados,
se deben incluir los detalles de la modificacion.

Resultados y discusion (la discusion puede ir como capitu-
lo aparte). Los resultados experimentales podran presentar-
se en tablas y figuras sélo cuando éstas sean absolutamente
necesarias, y deben estar explicadas en forma sucinta pero
completa en el texto. En caso de que los resultados estén
sustentados por calculos estadisticos, debera mencionarse la
procedencia de los datos y el método estadistico empleado.
Las tablas se deben presentar con titulo e identificadas con
ndmeros arabigos continuos. Las figuras, fotografias, dibujos,
graficos y mapas deben presentarse con titulo e identificar-
se con nimeros arabigos. Se aceptan figuras elaboradas en
computador cuando éstas sean impresas con caracteristicas
de alta calidad, preferentemente en impresora laser. Las foto-
grafias se aceptan en blanco y negro. En caso de ser necesario
incluir fotografias en color, el autor paga los costos de su im-
presion. La discusion debe ser breve y limitarse a los aspectos
significativos del trabajo.
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Conclusiones. Deben basarse en los resultados obtenidos; si
es posible, deben ofrecer una solucién al problema plantea-
do en la introduccion.

Agradecimientos. En caso de ser necesario manifestar agrade-
cimientos a las personas o instituciones que contribuyeron de
manera significativa a la realizacion del trabajo, éstos deberan
ser muy cortos y concretos.

Cita bibliografica. Solamente se aceptan referencias publica-
das, citando el apellido del autor seguido del afio de publica-
cion entre paréntesis. Ejemplo: Rodriguez (1997). Cuando los
autores sean tres 0 mas se debe usar la expresion latina et al.
Ejemplo: Lépez et al. (1996). Si la cita se coloca al final se usa
autor y fecha entre paréntesis: (Rodriguez 1997; Lépez et al.,
1996).

Bibliografia. Se debe presentar en orden alfabético. Su pre-
sentacion serd de la siguiente manera.

Articulo. Autores, afo, titulo del articulo, revista, volumen,
ndmero, paginas. Ejemplo: Pérez R., Lalucat J. 1980. Genes
asesinos de vida libre. Investigacion y ciencia. 44 (4): 38-45.

Libro. Autor, ano de publicacion, titulo, lugar de impresion,
editorial o entidad responsable de la publicacion, paginas.
Ejemplo: Gomez, A; Posada, H. 1987. Descripcion de male-
zas en plantaciones de café. Chinchina, Colombia: Cenicafé,
p. 481. Las tesis deben referenciarse como libro. Si algun tra-
bajo tiene caracteristicas propias y no puede cumplir todas
las especificaciones sehaladas anteriormente, se recomien-
da que por lo menos tenga en cuenta titulo, autor, resumen,
palabras clave, traducciones del resumen y palabras clave,
citas bibliograficas, conclusiones.

Articulos de revisiéon de tema

Los articulos de revision solamente se aceptaran para publi-
cacion cuando sean solicitados por el Consejo Editorial. No
obstante, los autores pueden proponer tematicas indicando
el objetivo de la revision, fuentes y métodos de bidsqueda de
referencias. El Consejo Editorial evaluara las propuestas y de-
terminard si es posible su desarrollo e inclusion en la revista.

Los articulos de revision, que de acuerdo con Colciencias,
son documentos resultado de una investigacion donde se
analizan, sistematizan e integran los resultados de investiga-
ciones publicadas o no publicadas sobre un campo en cien-
cia o tecnologia, con el fin de dar cuenta de los avances y las
tendencias de desarrollo, deben cumplir con las siguientes
caracteristicas:

Extension entre 12 y 20 paginas. Componentes: resumen
que enfatice en el significado de los hallazgos recientes,
introduccion, andlisis critico (presentar con subtitulos o
secciones), conclusiones y bibliografia que abarque por
lo menos 50 referencias, en su mayoria recientes (de los
dltimos cinco anos en el caso de tematicas ampliamente
conocidas). Ademads, se sugiere incluir tablas, esquemas y

figuras que dinamicen el texto y faciliten su comprensién.
La revision debe integrar adecuadamente la informacion
recopilada y explicar con detalle las limitaciones e incon-
gruencias de los resultados de los estudios publicados.

La Revista Colombiana de Biotecnologia es una publicacién
arbitrada. Los articulos recibidos son enviados (sin nombres
de autores) a pares evaluadores anénimos seleccionados
por el Consejo Editorial. Sus observaciones son remitidas a
los autores para que realicen las modificaciones correspon-
dientes. El Consejo Editorial toma la decision final sobre la
publicacion de los articulos.

f Direccion \

Revista Colombiana de Biotecnologia
Consejo Editorial

Universidad Nacional de Colombia
Instituto de Biotecnologia

Teléfonos: (571) 316 5450

316 5000 Ext. 16981 -

Fax: 3165415

A.A. 14490 de Bogota

e-mail: revchib_bog@unal.edu.co

K www.rch.unal.edu.co J

Etica

Declaracion de ética y buenas prdcticas

El comité editorial de la Revista Colombiana de Biotecnolo-
gia estd comprometido con altos estandares de ética y bue-
nas practicas en la difusion y transferencia del conocimiento,
para garantizar el rigor y la calidad cientifica. Es por ello que
ha adoptado como referencia el Cédigo de Conducta que,
para editores de revistas cientificas, ha establecido el Comité
de Etica de Publicaciones (COPE: Committee on Publication
Ethics) dentro de los cuales se destaca:

Obligaciones y responsabilidades generales
del equipo editorial

Relaciones con los lectores
Relaciones con los autores
Relaciones con los evaluadores
Proceso de evaluacion por pares
Reclamaciones

Fomento de la integridad académica
Proteccion de datos individuales
Seguimiento de malas practicas
Integridad y rigor académico

Mas informacion:

http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/
about/editorialPolicies#custom-0

Instrucciones para los autores
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AUTHOR INSTRUCTIONS FOR THE
REVISTA COLOMBIANA DE BIOTECNOLOGIA

The Revista Colombiana de Biotecnologia only publishes ori-
ginal articles, mainly contributions from research and deve-
lopment (R&D) in biotechnology’s diverse areas, as well as
technical articles not necessarily orientated towards proving
hypotheses (i.e. technical descriptions of methods). Brief no-
tes will also be accepted, such as reports concerning signifi-
cant work having short-term objectives.

Authors must follow the following instructions; articles not
complying with them will be returned without being eva-
luated. Manuscripts must be submitted in triplicate, on
letter-sized (21.6 x 27.5 cm), white paper; they must be sin-
gle-spaced, with 3 cm margins. Two copies must omit author
details. An electronic copy of the work must also be submit-
ted on diskette or CD. A copy can also be sent to the e-mail
address given at the end of these instructions to speed-up
the evaluation process. The articles must be processed using
Word for Windows or a compatible application, written in
Times New Roman, font-size 12.

The work must not exceed a maximum of 20 pages, inclu-
ding Figures, Tables and Bibliography. The language used
must be clear and precise and the work must be written in
the third person. The past tense must be used for the Intro-
duction, Materials and Methods and Results sections.

Commercial names and brand-names must be avoided in the
body of the text (or referred to in parenthesis). Commercial
products must be referred to by the technical name or the
main ingredient (initial letter capitalised). Only internationa-
lly accepted abbreviations must be used. In the case of litt-
le-known acronyms being used, they must be written in full
the first time that they are used, followed by the acronym in
parenthesis. All acronyms and abbreviations must be written
without a fullstop following them. The metric decimal system
must be used for all measurements and those abbreviations
for common units of measurement: kilogram (kg), gram (g),
milligram (mg), meter (m), etc. Avoid footnotes, except for in-
formation regarding authors of an article. Use a single letter
size.

The article’s structure must follow the accepted steps used
by Scientific Method, thus:

Title. It must be short but illustrative, without exceeding 15
words. This title must then be translated into Spanish and a
short title for the pageheadings must also be included.

Authors. The complete names must be included when cre-
diting the authors of any article. The authors must be listed
in agreement with the importance of their contribution to
the research or in the preparation of the article and not in
alphabetical order, nor in terms of rank. Their respective
academic distinctions, the institution to which they belong
and their complete mailing address (including e-mail) must
be marked by an asterisk and given in a footnote.

Abstract in English. This must be concise and contain infor-
mation concerning the research’s justification, objectives,
methodology and concrete results. It must indicate the main
conclusions, emphasising achievements. It must not exceed
250 words, these to be written in a single paragraph.

Key words in English. There must be a list containing a
maximum of five key words from the article (different to
those included in the title) facilitating the use of modern
computerised cataloguing and information search systems.

Abstract in Spanish. This must be a technical translation of
the abstract to the Spanish language.

Key words in Spanish. There must be a faithful translation
of the key words to the Spanish language.

Introduction. This must describe the general purpose for
writing on the subject, giving the necessary information pre-
cisely, referring only directly to that related literature consi-
dered indispensable for developing the subject, allowing the
present state of the same to become known. It must clearly
indicate the objective of the research’s hypothesis and its
relationship with other relevant work (it must not include ex-
tensive reviews of the bibliography).

Materials and Methods. The techniques and the equipment
used must be described in a sequence specifically and logi-
cally showing the research’s development so that they can
be reproduced. The materials’ sources, their state of purity
and the detailed description of equipment must only be in-
cluded when these are very specific or novel. Procedures
described by other authors must be avoided; but, if they
have been modified, then the details of such modification
must be included.

Results and Discussion (the Discussion can be given as a
separate section). Experimental results must only appear in
Tables and Figures when these are absolutely necessary;
they must be succinctly but completely explained in the
text. When results are sustained by statistical calculation, the
origin of the data and the statistical method used must be
mentioned. The Tables must be given a title and be identified
by continuous Arabic numbers. The Figures (photographs,
drawings, graphs and maps) must appear with a title and be
identified by Arabic numbers. Figures processed by compu-
ter (when these are printed with high quality characteristics,
preferably by laser printer) are accepted. Black and white
photographs are accepted. If it is necessary to include colour
photographs then the author must pay the printing costs. The
discussion must be brief and limited to the work’s significant
aspects.

Conclusions. They must be based on the results obtained. If
it is possible, they must offer a solution to the problem outli-
ned in the Introduction.
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Acknowledgements. If it is necessary to show gratitude
to people or institutions making a significant contribution
towards the work, these must be kept short and concrete.

Bibliographical references in the body of the Text. Only pu-
blished references can be accepted, mentioning the author’s
last name, followed by the year of publication in parenthe-
sis, for example: Rodriguez (1997). When there are three or
more authors, the Latin expression et al. must be used, for
example: Lépez et al. (1996). If the reference is made at the
end of a phrase, author and date are given in parenthesis, for
example: (Rodriguez 1997; Lépez et al. 1996).

Bibliography. This must be presented in alphabetical order
of firstnamed authors. Its presentation must be as follows.

For articles. Author(s), year, title of the article, journal, volume,
number, page(s), i.e. Pérez, R.; Lalucat, J. 1980. Genes as as-
sassins of free life. 44 (4): 38-45.

Books. Author (s), year of publication, title, place where prin-
ted, the publisher or organisation responsible for the publi-
cation, pages, i.e. Gomez A.; Posada, H. 1987. Chinching,
Colombia: Cenicafé.p. 481.

A thesis must be referred to as if it were a book.

If any work has special characteristics and therefore cannot
fulfil all those specifications previously indicated, then it is re-
commended that at least title, author(s), abstract, key words,
translations of the abstract and key words, bibliographical
appointments and conclusions should be given.

Articles dealing with topic review

Topic review articles will only be accepted for publication
when requested by the Editorial Committee. Authors may
however propose topics, indicating the purpose of such re-
views and the reference sources and search methods to be
used. The Editorial Committee will evaluate any such propo-
sal and determine whether it should be developed and/or
included in the journal.

According to Colciencias, review articles are documents
resulting from research, analysing, systematising and inte-
grating the results of published and unpublished research in
a scientific or technological field so as to take account of
advances and trends in R&D. They must fulfil the following
characteristics.

Reviews must be between 12 and 20 pages long. Contents:
they must have a Summary emphasising the significance of
recent findings; an Introduction; a section for Critical Analy-
sis (presented under subtitles or in sections); Conclusions;
and a Bibliography, including at least 50 references, the ma-
jority being recent (i.e. published within the last five years in
the case of wellknown topics). Schemes, Figures and Tables

should also be included, dynamising the text and facilitating
understanding. A review should integrate the compiled infor-
mation and give a detailed explanation of the limitations and
any incongruence found in published studies’ results.

The Revista Colombiana de Biotecnologia is a peer-reviewed
publication. Those articles received are sent (without authors’
names) to anonymous peerevaluators selected by the Edito-
rial Committee. Their observations are then sent to authors
so that they can make the corresponding modifications. The
Editorial Committee takes the final decision whether to pu-
blish a particular article.

4 Address )
Revista Colombiana de Biotecnologia

Consejo Editorial

Universidad Nacional de Colombia,

Instituto de Biotecnologia

Telephones: (571) 316 5450

316 5000 Ext. 16981

Fax: 3165415

A.A. 14490 de Bogota (P.O. Box)

e-mail: revchib_bog@unal.edu.co

\_ www.rch.unal.edu.co Y,

Ethics

Scope and policy

The editorial committee of the Colombian Journal of Biote-
chnology is committed to high standards of ethics and good
practice in the dissemination and transfer of knowledge, to
ensure scientific rigor and quality. That is why it has taken
as reference the Code of Conduct for editors of scientific
journals , has established the Ethics Committee Publications
(COPE: Committee on Publication Ethics) within which it
stands:

Statement of Ethics and Good Practice

General duties and responsibilities of Editors
Relations with readers

Relations with authors

Relations with reviewers

The peer-review process

Complaints

Encouraging academic integrity

Protecting individual data

Ensuring the integrity of the academic record

More information:

http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/
about/editorialPolicies#custom-0

Author instructions
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