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Alimentos funcionales y biotecnologia

Functional foods and biotechnology

Andprés Illlanes”

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n1.50997

El estilo de vida contemporaneo provoca un fuerte impacto en los habitos alimentarios, con un consumo
creciente de alimentos procesados y comidas rapidas cuyos efectos adversos sobre la salud son clara-
mente perceptibles. La comida en el mundo occidental esta asociada al placer, de modo que el compro-
miso entre la gratificacion y la salud es un dilema en nuestra sociedad. Los problemas de salud asociados
a habitos alimentarios: diabetes, cancer, fallas cardiacas, alergias y obesidad, afectan por igual a adultos
y nifos y tienen un profundo impacto en paises en vias de desarrollo donde los efectos nocivos resultan
mas evidentes que en paises desarrollados debido a las limitaciones econémicas (Ezzati et al., 2005).

Es en este contexto han surgido los alimentos funcionales como aquellos que proveen beneficios a las
salud mas alla de su funcién nutricional, por lo que se les denomina también alimentos saludables. Este
tipo de alimentos tiene una larga tradicion en paises orientales donde muchos alimentos tradicionales
han sido reconocidos como promotores de la salud. El término alimento funcional fue acufado en Japén
en la década de 1980 y en 1991 el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar de dicho pais definié un con-
junto de normas para la denominacion de una categoria especial de alimentos promotores de la salud,
denominados FOSHU (alimentos para usos especificos en salud). Tal concepto se refiere a alimentos que
contienen ingredientes con funciones saludables para los cuales se aprueba que declaren sus efectos
fisiologicos en los consumidores. Intentando una mayor precision, los alimentos son considerados fun-
cionales si, mas alla de su efecto nutricional, favorecen una o mas funciones fisiologicas en el cuerpo
humano, mejorando la condicién fisica general y/o reduciendo el riesgo de enfermedad. Un aspecto
esencial es que la cantidad y forma de consumo debe ser la habitual en la dieta, por lo que el alimento
funcional es ante todo un alimento y no un farmaco. No obstante, los alimentos funcionales pueden
contribuir a la prevencién y tratamiento de enfermedades en cuyo caso se les denomina nutracéuticos.
Es claro que las tendencias de nuestra sociedad contemporanea y la evolucion demografica aconsejan
el consumo de alimentos funcionales, lo que hoy puede considerarse una tendencia sostenible a nivel
mundial y no una moda pasajera, segin lo avala el creciente nimero de ellos que ingresan al mercado
consumidor cada ano (Bigliardi y Galati, 2013). La gran relevancia que han adquirido los alimentos fun-
cionales queda claramente establecida en una reciente publicacion (Boye, 2015) que trata de manera
exhaustiva el tema dando especial énfasis en los desarrollos y desafios tecnoldgicos

Existe una conciencia creciente entre los consumidores de la importancia de la dieta en el estado de
salud, lo que se ve acentuado por el envejecimiento de la poblacién y el incremento de la expectativa de
vida, fenémeno que no es patrimonio de los paises desarrollados y que se observa también claramente
en los paises de nuestra América Latina. Este escenario genera a la vez una gran oportunidad y un gran
desafio para la industria alimentaria sobre la cual recae la responsabilidad de responder a la creciente
demanda por alimentos funcionales. La industria alimentaria no es considerada un sector de gran dindmi-
ca en investigacion y desarrollo, de modo que los alimentos funcionales representan para el sector una
importante palanca de desarrollo; en efecto, una parte significativa de la evolucion experimentada por la
industria alimentaria esta ligada al desarrollo y sustitucién de productos basado en consideraciones nutri-
cionales y de salud y al cumplimiento de las disposiciones que los regulan (Annunziata y Vecchio, 2011).

Los alimentos funcionales pueden ser alimentos naturales, alimentos a los que se les ha adicionado, re-
movido o modificado algiin componente o a los que se les ha modificado la biodisponibilidad de alguno
de ellos. Un claro ejemplo de alimento funcional es la leche deslactosada en la cual la lactosa ha sido

* MSc., Escuela de Ingenieria Bioquimica. Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile. aillanes@ucv.cl
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removida mediante su conversion enzimatica a glucosa y galactosa permitiendo el consumo de leche a personas
intolerantes a lactosa, fendmeno que afecta a una parte significativa de la poblacion en nuestros paises latinoameri-
canos. Inicialmente los alimentos funcionales se referian principalmente a la fortificacion con vitaminas y minerales;
mas tarde la fortificacion con nutrientes como fibra soluble, fitoesteroles y acidos grasos omega-3 gané en impor-
tancia (Sir6 et al., 2008); actualmente son muchos los productos en el mercado considerados alimentos funcionales.

Un aspecto crucial en alimentos funcionales es la reglamentacion y declaracion sobre sus efectos saludables, lo
que varia significativamente de un pais a otro. En la Unién Europea el énfasis esta en las regulaciones en cuanto a
seguridad de consumo, mientras que en Estados Unidos de Norteamérica se da especial relevancia a la declaracion
de sus efectos. Este problema no es trivial, ya que si bien estos alimentos o sus componentes pueden aliviar o pre-
venir enfermedades, por lo general no existe evidencia cientifica suficiente para identificar el ingrediente efectivo y
substanciar su eficacia y seguridad de uso. Al no haber una rigurosa regulacion sobre alimentos funcionales en mu-
chos paises resulta entonces dificil poder determinar la validez cientifica de la declaracion de los efectos saludables
(El Sohaimy, 2012).

La aceptacion por parte del consumidor es un aspecto clave en los alimentos funcionales, los que en general no
son percibidos como una categoria separada de los alimentos naturales, lo que resulta favorable; sin embargo, la
aceptacion no es incondicional y la apariencia y calidad del producto, asi como la claridad de su declaracién, son
aspectos importantes en su aceptacion. Se ha sefalado que el nivel educacional, el origen geografico y el género
son variables en relacion a la percepcion y que la actitud de médicos y dietistas es importante (Cha et al., 2010).

Una parte importante de los alimentos saludables actualmente en el mercado se vinculan a la industria lactea, siendo
también destacables los rubros panaderia, alimentos infantiles, confites y refrescos. Una parte significativa de los
alimentos funcionales apuntan a promover la salud intestinal, que es una determinante muy importante de la salud
general. Por ello, dentro de los alimentos funcionales, los probidticos y prebiéticos adquieren especial relevancia.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) de
Naciones Unidas han definido los probiéticos como: “microorganismos vivos que, administrados en dosis adecua-
das, confieren beneficios en salud al hospedero”. Muchos microorganismos son potencialmente probidticos, pero
tal condicion esta principalmente asociada a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus. Los requisitos para que
un microrganismo sea considerado probidtico son su supervivencia en su paso por el tracto gastrointestinal y la
comprobacion cientificas de los beneficios en salud que confiere a su hospedero. Debe ser comprobadamente no
patogénico, estable genética y fisiologicamente en su lugar de accion y durante todo el proceso de su elaboraciéon y
almacenamiento en la matriz alimentara que lo contiene, y ser su proceso de produccién escalable a nivel industrial.
Diversos beneficios han sido declarados para los probidticos, la mayor parte de ellos referidos a salud intestinal:
alivio de intolerancia a la lactosa y sindrome de colon irritable, prevencion y reduccion de diarreas, reduccion de
riesgos de cancer intestinal, reduccion del colesterol sanguineo, estimulacion de respuesta inmune e inhibicion de
patégenos del tracto gastrointestinal, entre otros (Vasiljevic y Sha, 2008). No obstante, se trata en su mayor parte de
estudios considerados preliminares en la medida que aun resta mucho por conocer respecto a los mecanismos de
accion de los probidticos, los que han sido planteados principalmente en base a estudios in-vitro cuya predictibilidad
de accioén in-vivo es discutible. Los prebidticos actdan principalmente a nivel intestinal, aunque se ha observado en
algunos casos efectos benéficos a nivel sistémico (Kellow et al., 2014).

La correcta dosificacion y frecuencia de consumo es quizas el aspecto menos claro en el uso de prebidticos; la
dosis recomendada deberia basarse en estudios de eficacia en humanos, pero ésta depende de muchos factores
cuyo efecto es dificil de determinar o predecir. A pesar de ello, del insuficiente conocimiento sobre mecanismos
de accion, de la insuficiente documentacion sobre los efectos saludables provocados y de la escasa claridad sobre
aspectos regulatorios, el mercado de los probidticos experimenta un crecimiento acelerado en sincronia con la ten-
dencia mundial hacia una alimentacién saludable, lo que se ve amplificado por su creciente uso en alimentacién de
animales domésticos y de crianza.

El desarrollo de los probidticos ha estado fuertemente impulsado por los avances en biotecnologia. Nuevas ce-
pas probidticas aisladas de nichos naturales y probioticos producidos por organismos genéticamente manipulados
(GMO) han ampliado el espectro de organismos con propiedades probidticas mejoradas para su incorporacion en
alimentos funcionales. El uso de GMO ha sido hasta ahora escaso debido a la reticencia de los consumidores, quienes
en principio estan dispuestos al uso de GMO para el tratamiento de enfermedades severas, pero dificilmente para
su uso como promotores de salud (Gupta et al., 2014). Como en otras situaciones, tal reticencia deberia ir gradual-
mente disminuyendo en la medida que la seguridad del consumo esté sélidamente sustentada. Por otra parte, los
avances en el conocimiento de los mecanismos de accién probidtica y la dindmica de poblaciones a nivel intestinal
esta fuertemente vinculado a técnicas desarrolladas en biotecnologia como la amplificacién génica mediante PCR,
la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y la hibridacion fluorescente in situ (FISH).
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Los prebidticos han sido definidos como ingredientes alimentarios no digeribles que provocan cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal confiriendo bienestar y salud al
hospedero (Roberfroid, 2007). El Grupo Experto en Prebidticos del International Life Sciences Institute
(ILSI) europeo se ha hecho eco de tal propuesta definiendo la acciéon prebidtica como la estimulacion
selectiva del crecimiento y/o actividad de un nimero limitado de especies microbianas en la microbiota
intestinal que confieren bienestar y salud al hospedero (Roberfroid et al., 2010). El efecto del prebiético
es indirecto pues no es el compuesto en si sino el efecto que provoca en la microbiota intestinal quien
confiere bienestar y salud. Los prebidticos estimulan la poblacion microbiana endégena mientras los
probiéticos implican la adicién de especies microbianas exégenas. En tal sentido, es esperable que los
prebidticos resulten mas efectivos y su accion resulte mas predecible que los probiéticos, cuyo destino
en su paso por el tracto gastrointestinal y su implantacion en el colon agrega incertidumbre respecto
de su eficacia.

Diversos efectos fisiologicos vinculados a las salud han sido asociados a los prebidticos: mejora y esta-
bilizacion de la microbiota intestinal; mejora de la funcion intestinal; reduccion de bacterias patégenas;
reduccién de endotoxinas metabdlicas; aumento de la absorcién de minerales; mejora de la morfologia
de la mucosa intestinal debido a la promocion de sintesis de mucina; estimulacién de la sintesis de an-
tibioticos; alivio del sindrome de colon irritable; control de la sensacion de apetito y del peso corporal;
reduccion de riesgos de cancer de colon y diabetes tipo 2; efecto antiinflamatorio; modulacion de la
ansiedad y la depresion (Mcfarlane et al. 2008). Los criterios aceptados para considerar un ingrediente
alimentario como prebidtico son la resistencia a la degradacion por acidos y enzimas en su paso por el
tracto gastrointestinal, la fermentabilidad por la microbiota del colon, la estimulacion selectiva de bacte-
rias colénicas benéficas y la estabilidad funcional en las condiciones de procesamiento y almacenamien-
to de la matriz alimentaria que lo contiene. La fermentacion selectiva por la microbiota del colon es el
criterio mas riguroso vy dificil de probar concluyentemente (Rastall y Gibson, 2015).

Existen muchas sustancias que pueden ser consideradas prebidticas; sin embargo, la mayor parte de
ellas son oligosacaridos no digeribles (OND). Sus efectos prebidticos dicen relacion principalmente con
la estimulacion de la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA) que reducen la microbiota
patégena y estimulan selectivamente la poblacién de bacterias probidticas (principalmente bifidobacte-
rias y también lactobacilos) al disminuir el pH intestinal. No obstante, hay efectos especificos asociados
a estos SCFA, como el efecto del propionato en la reduccién de la sintesis de colesterol y deposicién
de tejido adiposo, que se ha asociado a la depresion de la sensacion de apetito y de la obesidad, y del
butirato considerado un regulador de la homeostasis intestinal. Entre los OND, aquellos propiamen-
te considerados como prebidticos en base a evidencias cientificas robustas son los fructanos: inuli-
na y fructo-oligosacaridos (FOS), y los galactanos: galacto-oligosacaridos (GOS) y lactulosa. Otros OND
candidatos que satisfacen algunos pero no todos los criterios para ser considerados prebioticos son
los isomalto-oligosacaridos (IMOS), los xilo-oligosacaridos (XOS), los oligosacaridos se soya (SOS) y los
gluco-oligosacaridos (GIOS). Aunque probablemente no es el prebidtico mas eficaz, la inulina es la mas
empleada en la formulacion de alimentos funcionales, proporcionando ademas propiedades texturales y
reolégicas a la matriz alimentaria que la contiene (Karimi et al., 2015).

El aporte de la biotecnologia a la produccion de prebidticos es notable. Aparte de la inulina, polimero de
fructosa producido por extraccion de productos naturales (achicoria principalmente), los restantes pre-
bidticos son producidos por bioprocesos en que intervienen microorganismos o enzimas especificamen-
te condicionadas para una sintesis eficiente de los OND. Los FOS, son OND conformados por unidades
de fructosa (usualmente entre 2 y 6) unidas a una glucosa terminal; son obtenidos por hidrélisis enzima-
tica controlada de la inulina o por sintesis a partir de sacarosa mediante glucosil transferasas solubles o
inmovilizadas, o células ricas en dicha actividad (Dominguez et al., 2014). Los GOS son OND conforma-
dos por unidades de galactose (entre 2 y 5 usualmente) unidas a una glucosa terminal; son obtenidos
por transgalactosilacion de lactosa mediante B-galactosidasas en una reaccion cinéticamente controlada
en que la lactosa actia como donador y receptor de los grupos galactosilo. El proceso es particularmente
atractivo pues emplea lactosa como Unico sustrato, la que puede ser obtenida a muy bajo precio como
subproducto de la elaboracién de queso y una enzima de bajo costo y ampliamente utilizada por la in-
dustria alimentaria en la hidrélisis de lactosa en leche y productos lacteos. En este caso la B-galactosidasa
no se utiliza en su potencial de hidrélisis (ruptura del enlace B-1,4 de la lactosa) sino en su potencial de
sintesis (formacion de enlaces del tipo B-1,4 o similares). Ello requiere deprimir la actividad de agua del
sistema, lo que se logra trabajando a muy elevadas concentraciones de lactosa (Vera et al., 2012). Los
GOS tienen especial aplicacion como componente funcional en productos lacteos, destacando su uso
en leches especiales para lactantes alimentados con formulas en base a leche bovina, donde representan
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un componente esencial como inmunoestimulantes, dado que su contenido en leche humana es elevado y cumple
dicho rol esencial mientras en leche bovina es muy bajo. Siendo los alimentos lacteos los principales productos para
su funcionalizacion mediante la adicién de prebidticos, los GOS resultan particularmente atractivos en una concep-
cion industrial, pues el proceso completo se circunscribe a un mismo tipo de industria. Adicionalmente los GOS son
OND muy estables térmicamente y frente al pH lo que asegura su integridad durante el procesamiento del alimento
y consumo hasta su lugar de accion en el colon.

Los alimentos funcionales representan hoy en dia una tendencia sélidamente asentada hacia la alimentacion saluda-
ble en respuesta a los habitos alimentarios erroneos a los que incita el modo de vida contemporaneo. El consumo
de alimentos funcionales ya no es mas una sofisticacion propia de los paises mas desarrollados; por el contrario,
la tendencia a su consumo en nuestros paises de América Latina ha experimentado un aumento notable que, con
el aporte de la biotecnologia, deberia redundar en productos de mayor calidad y menor costo, contribuyendo a la
integracion social respecto de la alimentacién. Son muchas las opciones para investigacion y desarrollo en el area,
las que deben ser recogidas por nuestros investigadores como un modelo muy propicio para dar valor agregado
significativo a nuestras materias primas en las que son tan prodigos nuestros paises.
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Resumen

Tubérculos del género Dioscorea comercializados con fines medicinales, fueron recolectados con el propdsito de lograr
su establecimiento a condiciones in vitro. Previamente se lograron identificar taxonémicamente las especies y por medio
de andlisis fitoquimicos demostrar su potencial farmacéutico. El material recolectado fue identificado como Dioscorea
coriacea, D. lehmannii, D. meridensis, D. polygonoides y una especie comestible D. trifida. Tubérculos recolectados de cen-
tros de acopio y traidos de campo fueron lavados, desinfectados, asperjados con Acido Giberélico (AG3) y sembrados en
sustrato BM-2®, en invernadero a 18°C dia y 10°C noche. Los tubérculos completos o por secciones fueron almacenados
en bolsas herméticas a temperatura ambiente. Posteriormente se desinfecté material vegetal de las especies D. coriacea,
D. lehmannii, D. meridensis y D polygonoides, seleccionando explantes de brotes sanos (D. coriacea / laboratorio) para
su establecimiento. Se evaluaron tres medios de cultivo para establecimiento, el que presenté los mejores resultados fue
Medio Murashige & Skoog (1962) suplementado con BAP 1 mL/L, AGs T mL/L y Putrescina 2 mL/L. Para la extraccion y
andlisis de metabolitos secundarios se utilizaron tubérculos de D. coriacea, D. lehmannii y D. polygonoides, empleando
como solvente de extraccion metanol. Se encontré mayor concentracion de extracto vegetal en D. coriacea (54%), y me-
diante cromatografia en capa delgada (CCD), se confirmd la presencia de saponinas, que resulté mayor en comparacion
con D. polygonoides especie reconocida por su alto contenido de saponinas. Estos resultados permitiran realizar andlisis
mas avanzados de los compuestos presentes y plantear su propagacion masiva en condiciones in vitro.

Palabras clave: diosgenina, micropropagacion, hame silvestre, cultivo de tejidos vegetales, saponinas, fitoquimica.

Abstract

Wild tubers of the genus Dioscorea sold for medicinal use were collected for the purpose of achieving its establishment
under in vitro conditions. First we taxonomically identified the species and through phytochemical analysis demonstrated
pharmaceutical potential. The material collected was identified as Dioscorea coriacea, D. lehmannii, D. meridensis, D. po-
lygonoides and the edible species D. trifida. Tubers collected from wholesale distributors and from the field were washed,
disinfected, sprayed with Gibberellic Acid (GAs) and planted in substrate BM-2®, in a greenhouse at 18 ° C during the day
and 10 ° C overnight. Whole tubers or sections thereof were stored in sealed bags at room temperature. Subsequently plant
material of the species D. coriacea, D. lehmannii, D. meridensis and D. polygonoides was disinfected and healthy buds (D.
coriacea / laboratory) were selected for in vitro establishment. Three different culture media were evaluated for establish-
ment; that which presented the best results was the Murashige & Skoog (1962) medium, supplemented with BAP 1 mL /
L, GAs T mL / L and Putrescin 2 mL / L. For the collection and analysis of secondary metabolites, tubers of D. coriacea, D.
lehmannii and D. polygonoides were used, using methanol as the extraction solvent. The highest concentration of plant ex-
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tract, 54%, was found in D. coriacea, a higher value than that of D. polygonoides, which had been reported previously; the
presence of saponins was confirmed by thin layer chromatography (TLC). These results will enable more advanced analysis
of the present compounds and enhance their mass propagation under in vitro conditions.

Key words: diosgenin, micropropagation, wild yam, tissue culture, saponins, phitochemistry.

Recibido: agosto 20 de 2014

Introduccién

El género Dioscorea agrupa a 600 especies de plantas
herbaceas trepadoras, lianas o bejucos, distribuidas
mayormente alrededor de los trépicos. Numerosas
especies silvestres sirven de alimento en diferentes
paises en Africa, Asia, Latinoamérica y Australia, sobre
todo en tiempos de carestia o pobreza. Otras son usa-
das en Asia, Europa, Norte y Centroamérica con fines
medicinales, para tratar el reumatismo, célicos y espas-
mos intestinales, dolores o como abortivas. Algunas
se emplean en fitoterapia y en homeopatia, y popu-
larmente como piscicidas, pediculicidas, insecticidas,
para elaborar champds, jabones, o para envenenar
flechas para la caceria (Waizel, 2009).

Los names en los Estados Unidos son en realidad bata-
tas, por esta razon, el Departamento de Agricultura de
los EEUU requiere que la etiqueta “yam” siempre sea
acompanada por la de “sweet potato”, los Rames ver-
daderos si son especies de Dioscorea (USDA, 2012).
Los names verdaderos han sido cominmente usados
en la industria farmacéutica, para tratar condiciones
tan diversas como la inflamacion, dolor en articulacio-
nes, diabetes, infecciones y la dismenorrea. Los com-
ponentes farmacolégicamente activos de las especies
de Dioscorea incluyen diosgenina, que es una saponi-
na esteroidal, y dioscina, una forma de diosgenina con
azucares.

Entre las diversas metodologias utilizadas para micro-
propagacion de nhame se encuentra el cultivo de me-
ristemos, efectivo para la eliminacion de infecciones
virales y la conservacion del germoplasma. Otro de
los mecanismos utilizados para la propagacion es la
microtuberizacion, que permite la conservacion de
material genético basico de clones madres libres de
enfermedades en un espacio reducido sin la necesidad
de hacer operaciones costosas para recolectar name
en el campo. (Perea & Buitrago, 2000)

El Grupo de Investigacion sobre el cultivo de name
del Instituto de Biotecnologia (IBUN) de la Universidad
Nacional de Colombia, enfoca sus investigaciones tan-
to a names silvestres como a especies y variedades
cultivadas, trabajos que han desarrollado metodo-
logias de cultivo en condiciones in vitro, generando
conocimiento sobre un cultivo considerados huérfano
(FAO 2006), a nivel nacional e internacional, bajo un
enfoque claro de incidir favorablemente en la calidad
de vida de los productores de hname de Colombia.

Aprobado: abril 20 de 2015

Este trabajo buscé establecer las condiciones de culti-
vo in vitro de especies de fRame, silvestres y comerciali-
zadas en plazas de mercado de Bogotd, contribuyendo
de esta manera a futuros trabajos con estas especies
al garantizar material vegetal disponible. Como com-
plemento, se propuso identificarlas taxonémicamente
y realizar un primer andlisis fitoquimico para identificar
su potencial fitoterapéutico.

Materiales y métodos

Seleccion del material

Tubérculos conocidos como zarzaparrilla fueron ad-
quiridos en centros de acopio de la ciudad de Bogota,
por secciones y completos, adicionalmente, se contd
con material donado (tubérculos con tallos, hojas y rai-
ces) por el Instituto de Ciencias Naturales y el Grupo
de Investigacion en Fitoquimica y Farmacognosia de la
Universidad Nacional, y material colectado en diferen-
tes municipios del departamento de Cundinamarca.

Estudio y determinacion de la especie

Para la determinacién de la especie de los tubércu-
los recolectados en su habitat natural provenientes de
campo, se tuvo en cuenta caracteres morfolégicos que
definen las caracteristicas del género y la especie, to-
mando como referencia las colecciones en el Herba-
rio Nacional Colombiano (COL) y la literatura botanica
(Knuth, 1924). Se registré altitud, localidad, descrip-
cion de la planta, y especie. Para los demds tubérculos,
se reportaron los caracteres morfolégicos que definen
las caracteristicas de las especies del género Dioscorea
spp., color y diametro del tallo tanto joven como ma-
duro, presencia o no de espinas en la base o en todo
el tallo, presencia o ausencia de tubérculos aéreos, for-
ma del tubérculo subterraneo asi como su anchura, co-
lor de la epidermis, color de la parénquima, presencia
o ausencia de grietas en su superficie y propiedades
organolépticas del tubérculo (IPGR/IITA, 1997).

Adaptacion de fiame silvestre en invernadero

Los tubérculos adquiridos en centros de acopio fueron
previamente lavados con detergente y agua y sembra-
dos en macetas, previamente se les aplicé Acido Gibe-
rélico (AGs) por aspersion para romper la dormancia.
Tubérculos donados en secciones que se encontra-
ban en bolsas herméticas con desarrollo de brotes,
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fueron lavados y desinfectados para establecimiento.
Tubérculos provenientes de campo fueron lavados y
almacenados en bolsas herméticas durante 1 mes para
romper dormancia y se sembraron en invernadero.

Tubérculos lavados con abundante agua y jabon, fue-
ron sembrados en macetas con BM2® (mezcla para
germinar) y arena 2:1, llevados a invernadero, riego
cada dos dias, 20°C dia, 10°C noche, revision diaria de
los tubérculos sembrados y semanal de brotes y raices,
registrados a los 8, 15, 30 y 60 dias. A los 30 dias se
dispusieron a temperatura a la ambiente (aproximada-
mente 18°C dia 'y 10°C noche).

Introduccién del material vegetal
a condiciones in vitro

Esquejes nodales fueron cortados de un tamano de 2
cm cada uno y lavados con abundante agua y extran,
sumergidos en solucién de Tween 20, 8 mL / 100 mL
de agua destilada estéril, Isodine® al 3,5 % por 30
minutos, cuyo ingrediente activo es yodo polividona,
hipoclorito de sodio 2,5 % por 15’, enjuague 3 veces
con agua destilada estéril entre cada paso por 5'.

Establecimiento in vitro de explantes

Se emplearon segmentos uninodales desprovistos de
hojas con una longitud de 15 mm, procedentes de ta-
llos de las plantas donantes, los explantes fueron sem-
brados individualmente en 20 mL de medio/frasco, se
utilizaron 12 frascos/tratamiento, se evalué contami-
nacién a los 3, 5, 8 y 15 dias de sembrados. Los me-
dios empleados fueron los siguientes:

i. Medio M&S (1962), Tiamina 3 mL/L, BAP 2 mL/L,
carbon activado 3 mL/L, Sacarosa 30 g/L, Agar 5

g/L.

ii. Medio M&S (1962), Vitaminas Morel 2 mL/L, Aci-
do Félico 1 mL/L, L-Asparagina 4 mL/L, Cisteina 10
mg/L, Sacarosa 30 g/L, Agar 5 g/L.

ii. Medio M&S (1962), Tiamina 3 mL/L, BAP 1 mL/L,
AG; 1 mL/L, Putrescina 2 mL/L, Sacarosa 30 g/L,
Agar 5 g/L.

Extraccion y andlisis de metabolitos secundarios

Tubérculos recolectados fueron lavados, cortados y
secados en estufa con circulacién forzada de aire du-
rante 48 h. Posteriormente fueron molidos en un moli-
no de martillos y se realizé la extraccion con metanol,
por percolacién exhaustiva. El solvente fue retirado del
extracto empleando rotavaporador rotatorio acoplado
a una bomba de vacio a 38 °C. Una vez obtenido el
extracto seco, se procedi6 a la caracterizacion de cada
uno de los extractos por la técnica de Cromatografia
en capa delgada (CCD), sobre silica gel 60 GF,s4, em-
pleando las siguientes fases moviles:

i.  Metanol: Cloroformo: Acido Acético. 6:6:1,

ii. Acetato de etilo: Acido férmico: Acido glacial acé-
tico: Agua. 100:11:11:27,

iii. Cloroformo: Acetato de etilo 4:1,
iv. Metanol: Cloroformo: Acido Acético 7:3:1,

v. Acetato de etilo: Metanol: Acido férmico: Acido
glacial acético 100: 27: 11:11,

vi. Metanol: Cloroformo 9:1.

Las placas se revelaron con los reactivos de Godin
(Vainillina en etanol, H.SO, en etanol) y anisaldehido/
H2SO..

Tabla 1. Especies silvestres utilizadas para extraccién
(Diferentes colectas).

Muestras Tubérculo seleccionado
M1 Dioscorea lehmannii |
M2 Dioscorea lehmannii Il
M3 Dioscorea lehmannii Ill
M4 Dioscorea coriacea |
M5 Dioscorea coriacea Il
M6 Dioscorea polygonoides

Andlisis estadistico

Para determinar el medio con mejores resultados y
verificar diferencias significativas, se realiz6 un andli-
sis de varianza ANOVA, con un nivel de significancia
a=0,05, mediante el programa Statistix de Windows®.

Resultados y discusién

Seleccion del material

El material recolectado en plazas de mercado fue
identificado taxonémicamente como D. lehmannii, tu-
bérculos donados en secciones, fueron identificados
como D. coriacea y D. meridensis. Tubérculos reco-
lectados provenientes de campo fueron identificados
como D. coriacea, D. polygonoides y D. lehmannii. Tu-
bérculos de D. trifida provenian de la region de Chocé,
de una plaza de mercado en Quibdo. Tubérculos de
D. polygonoides solo fueron usados para obtencion de
un extracto de referencia. El material de D. coriacea
correspondi6 al tubérculo donado por laboratorio del
Grupo de Investigacion en Fitoquimica y Farmacog-
nosia de la Universidad Nacional. Los tubérculos de
Dioscorea spp. fueron adquiridos en plazas de merca-
do, se les atribuye que previenen y alivian dolencias
relacionadas con el sistema sanguineo, purificador o
reconstituyente, sin embargo, tubérculos de diferentes
especies son ofertados bajo el mismo nombre de zar-
zaparrilla, lo cual genera incertidumbre sobre el efecto
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fitoterapéutico atribuido. La figura 1 y la tabla 2 pre-
sentan el material recolectado.

Pinzén (2011), registré 72 puestos de plantas medici-
nales en 26 puntos comerciales distribuidos en 12 de

las 20 localidades de Bogota D.C. plazas primarias,
secundarias y puestos individuales, siendo D. coriacea
y D. meridensis (62 - 60%), las especies con mayor
oferta en Bogota. D. lehmannii también fue adquirida
en varios puntos de venta de la ciudad.

Figura 1. Tubérculos de Dioscorea recolectados. a. D. lehmannii en salida de campo, b. D. lehmannii en plaza de mercado cortado
punta de base, c. D. coriacea cortados en secciones almacenados en bolsas herméticas, d. D. trifida e. D. coriacea y D. meridensis do-
nados por laboratorio en secciones, f. D. coriacea donado por laboratorio.

Tabla 2. Tubérculos seleccionados.

Tub. Especie Procedencia y

Salida de campo.

D. leh i )
T ehmanni Tubérculo completo,

Plaza de Mercado.

T2 D. lehmannii Corte de base

Plaza de mercado.

T3 D. fehmannii Tubérculo completo

T4 D. trifida ICN. Tubérculo completo

T5 D. coriacea ICN. Cortados en secciones

T6 D.meridendis ICN. Cortados en secciones

T7 D. coriacea GIFFUN. Tallos y hojas

Al colocar los tubérculos en bolsas plasticas se genera-
ron abundantes brotes, siendo la especie D. coriacea
(figura 1f), la que mayor ndmero de brotes desarrollé.
Similares resultados reportaron Hata y colaboradores
(2003) quienes reportaron dormancia en el periodo
comprendido entre la cosecha del tubérculo y el al-
macenamiento en bolsas herméticas del material en
tubérculos de D. rotundata, material del que se obtu-
vo mayor contenido de sapogeninas y presencia de
diosgeninas, infiriendo que el fenémeno de dormancia
tiene relacion con un aumento en el contenido de al-
gunas sapogeninas, posiblemente porque al consumir-
se almidon del tubérculo para la formacion de tallos, la
proporcién de sapogeninas aumenta, con respecto a
la cantidad de material seco.

Los tubérculos colocados previamente en bolsas her-
méticas presentaron brotes nodales (T1, T5, T6, T7),
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como era de esperarse los tubérculos sembrados en
BM2® y asperjados con AG; produjeron abundantes
raices (T2, T3, T4), debido a la accién que cumplen las
giberelinas en la activacion del metabolismo, sintesis
de proteinas y movilizaciéon de sustancias de reserva
para generar la elongacion del embrién o en este caso
la formacién de raices. Tubérculos de la especie D.
lehmannii y D. trifida (T2,T3,T4), que solamente pro-
dujeron raices y no brotes, no fueron utilizados dentro
de los ensayos debido a que el material, los disefios
de desinfeccion y establecimiento eran para yemas
nodales.

La accion del AGs no es toxica para humanos ni anima-
les y es de facil manejo. Las técnicas pueden variar de
inmersion del tubérculo o aspersion, esto depende de
la variedad y del estado de reposo en que se encuen-
tran los tubérculos, causando en muchas variedades
la brotacion cuando el periodo de reposo casi ha fina-
lizado. Para inmersion, Marca (1997) sugiere que los
tubérculos recién cosechados sean lavados y desinfec-
tados, se deben secar al aire y luego sumergir en una
solucion de AGs; (5 ppm) por 10 minutos. Después del
tratamiento los tubérculos deben secarse y colocarse
en una camara o ambiente caliente entre 18 y 25°C
para inducir la brotacién. Luego de 15 dias el brota-
miento es abundante.

Estudio y determinacion de la especie

Especies identificadas provenientes de campo fueron
registradas de acuerdo a sus caracteristicas (ver mate-
riales y métodos), y comparadas con ejemplares del
género Dioscorea en el Herbario Nacional Colombia-
no (ver tabla 3). Informacion sobre la distribucion de
las especies fue consultada en la base de datos del
Herbario (www.biovirtual.unal.edu.co). La mayoria de
las especies de Dioscorea son de latitudes tropicales,
con pocas excepciones en Norteamérica, Europa y el
oriente de Asia . Wilson (1977) incluye a las especies
asiaticas D. japonica y D. opposita, como tolerantes a
heladas, sin embargo para D. alata y especies tropica-

les comestibles, temperaturas inferiores a los 20 °C res-
tringen el crecimiento y se favorece con temperaturas
entre 25 y 30 °C, limitados por el rango de latitudes
comprendido entre 20° Ny 20° S y altitudes maximas
de 1000 msnm.

Se puede inferir que las especies silvestres de Diosco-
rea poseen diferencias significativas en sus condicio-
nes de adaptacion frente a las especies comestibles,
siendo un factor importante el contenido de diosgeni-
na o de saponinas derivadas de ésta, el cual es propor-
cional al consumo de almidén por parte del tubérculo,
que es mayor en las condiciones agroecoldgicas de
bosques, subpdaramos y paramos, donde se encuen-
tran las especies silvestres que generalmente crecen
sin mayor atencion por parte del agricultor.

Adaptacion de iiame silvestre

Todos los tubérculos de D. lehmannii (T2, T3), espe-
cies silvestres de Dioscorea traidas de campo (T1) y
de D. trifida (T4), se sembraron a las mismas condi-
ciones, presentando brotacion de raices mas lenta. En
las condiciones de siembra los tubérculos presentaron
brotes y raices simultineamente. El material donado
de laboratorio, se sembré en invernadero, al igual que
las secciones de diferentes especies donadas por el
Instituto de Ciencias Naturales (T5, T6).

La figura 2, permite determinar que solo los tubérculos
colocados previamente en bolsas herméticas produje-
ron brotes, y que los asperjados con AG; produjeron
raices, lo cual no era favorable para el establecimien-
to. Es posible, que la humedad generada en las bolsas
favorezcan el crecimiento del follaje por las altas tasas
respiratorias, y la ausencia de esta fase de humedad
con adicién de AGs genere raices y no brotes, debi-
do a las tres fases del name designadas como reposo,
crecimiento vegetativo y crecimiento reproductivo. La
brotacién de los tubérculos senala la finalizacion del
periodo de reposo y el inicio de la fase vegetativa, ca-

Tabla 3. Altitudes registradas para las especies silvestres recolectadas (ICN).

Especies Colecciones en COL Alt. Min. Alt. Max. Alt. Max. prom Alt. Min. prom
D. coriacea 66 400 3700 22125 2317,6
D. lehmannii 16 1650 3600 2521,4 2621,4
D. meridensis* 17 500 2500 1708,8 1738,8
D. polygonoides* 53 10 2000 1283,8 1328,9
D. trifida 23 5 1120 244,6 255,4

* Datos actualizados en Raz (2015)
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Figura 2. Crecimiento de Brotes y Raices de Dioscorea T1-T4
Invernadero, T5-T7 Donados.

racterizada por un rapido crecimiento de los tallos y
las hojas.

Haynes et al., (1967) indic6é para D. alata que la fase
reproductiva inicia cuando la tuberizacién alcanza una
tasa de crecimiento exponencial, la cual coincide con
una reduccién del crecimiento de los tallos y las hojas,
la fase reproductiva del fRame coincidiria con la flora-
cion seguida por la maduracion de los tubérculos.

Los tubérculos tratados con AGs, presentaron raices,
teniendo en cuenta que el tipo de explante requerido
eran brotes o yemas, no fueron empleados para la fase
de establecimiento. Asi mismo tubérculos cortados en
secciones y almacenados en bolsas presentaron me-
jores resultados, reflejados en mayores brotes, lo cual
concuerda con Fergusson (1977), que uso secciones
de tubérculos de D. alata, siendo menor el tiempo ne-
cesario para iniciar el crecimiento de los tubérculos.
Estos resultados permiten interpretar que esta fase
esta caracterizada por una acelerada division celular y
expansion de células que posteriormente estaran invo-
lucradas en la microtuberizacion.

Desinfeccion del material vegetal

El material utilizado provenia de condiciones donde
la presencia de microorganismos o agentes contami-
nantes es elevada. Solamente el protocolo que incluyo
Isodine® (Yodo PVP), como desinfectante, tuvo resul-
tados favorables, la calidad del explante (invernadero,
campo o laboratorio), asi como también el tipo de
explante (raiz o tallo) también fueron factores impor-
tantes en el establecimiento. Bonafont (2011), indica
para el Isodine®, que la solucion en si no es activa,
pero libera el yodo lentamente, que es el que posee la
actividad bactericida, penetrando a través de la pared
celular y combindandose con diferentes sustratos orga-
nicos, mediante reacciones de oxidorreduccion.

Los mejores resultados se obtuvieron de yemas jove-
nes provenientes de las puntas de los tallos, donde po-
sibles contaminantes endogenos no habian invadido
los haces vasculares de la planta.

Establecimiento de explantes

Explantes nodales del medio iii reportaron brotes 30
dias después de sembrados (0.2 - 0.5 cm), a los 60

dias adn no estaban listos para multiplicacion (1 - 1.5
cm), en el medio i el crecimiento se reporté a los 45
dias de sembrados debido a la ausencia de regulado-
res y el medio ii tampoco presentd mayor desarrollo
de brotes (0.8 - Tcm).

Segmentos nodales de D. coriacea donados por labo-
ratorio, presentaron mejores resultados en el medio
i (1 - 1.5 cm), que contenia BAP y AG; como regula-
dores de crecimiento, los resultados fueron favorables
en el medio que se adicion6 AGs, el cual es empleado
para el crecimiento de los tallos y fundamentalmente
para el rompimiento en la dormancia de algunas espe-
cies. (Ver figura 3)

La poliamina Putrescina es considerada un regulador de
crecimiento y desarrollo de plantas por su efecto demos-
trado sobre el crecimiento, la division y la diferenciacion
celular en bajas concentraciones. En el disefio del medio
se incluyd la putrescina por su capacidad antioxidante y
estabilizadora de las membranas (Perea, 2010).

Los andlisis estadisticos permitieron determinar que el
mejor tratamiento fue T3 (iii), encontrando una dife-
rencia significativa a los 30 y 60 dias de 0,0578. No se
encontraron diferencias significativas en T1 y T2.

Extraccion y andlisis de metabolitos secundarios

Las placas revelaron que todas las muestras contienen
sapogeninas, el color y la formacion de espuma, fue un
indicador cualitativo, las bandas revelaron mayor con-
centracion en las muestras que presentaban un color
rojo mas fuerte.

El solvente de extraccion fue el metanol que presentd
mayor proporcion de sustancias polares. La fase movil
que permitié obtener un mejor perfil de los extractos
esta constituida por una mezcla de Acetato de etilo:
Metanol: Acido férmico: Acido glacial acético 100: 27:
11:11, una fase movil frecuentemente empleada para
la deteccion de flavonoides. (Ver figura 4)

Las diferentes placas cromatogréficas permitieron
determinar que hay un grupo de compuestos organi-
cos de alta polaridad presentes en los extractos de D.
coriacea, D. lehmannii y D. meridensis, y permitieron
corroborar que en todas las especies evaluadas hay
presencia de sapogeninas, debido a la formacion de
espuma como indicador cualitativo. La cromatografia
en capa delgada mostré6 compuestos tipo sapogeninas
mas polares que las presentes en D. polygonoides,
lo que permite inferir un alto grado de glicosilacion.
Como ya habian observado Hata y colaboradores
(2003), al analizar los metabolitos presentes en D. ro-
tundata; la concentracion de sapogeninas obtenidas
para cada muestra estan relacionadas con el nimero
de sapogeninas detectadas, concluyendo que existe
una correlacion entre ambos resultados, es decir que
D. rotundata presenté un mayor nimero de sapogeni-
nas y una mayor concentracién de estos compuestos.
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Figura 3. Establecimiento explantes de D. coridcea. a, b. Brotes observados en estereoscopio después de 30 dias, c. Brotes des-
pués de 60 dias, d. Yemas nodales 30 dias, e. Yemas nodales 60 dias f. Yemas nodales 90 dias después de establecidas.

Los resultados de la extraccion (tabla 4) mostraron que
el mayor rendimiento se obtuvo con D. coriacea, con
un rendimiento de 54 y 21% para cada muestra pro-
cesada, seguida por D. polygonoides y D. lehmannii.
Las placas revelaron sustancias polares (figura 4e y
4f), sin embargo en las diferentes especies se detectan
grupos de metabolitos diferentes a saponinas que re-

velaron de color amarillo con el reactivo de Godin. Es-
tos resultados conllevan a proponer andlisis por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiencia), o aislamiento
e identificacion de los metabolitos secundarios para
determinar su naturaleza quimica. Al variar de espe-
cie se detectan grupos de metabolitos diferentes, no
solo sapogeninas, y otros metabolitos que presentan

Tabla 4. Pesos obtenidos en las muestras y rendimiento de sapogeninas.

Muestra Material seco (g) Extracto seco (g) Rendimiento (%)
M1 (DI 1+ DIl 413,68 72,48 17
M2 (DI 111) 487,3 24,101 5
M3 (Dc ) 567,9 120,98 21
M4 (Dc Il) 616,5 330,46 54
M5 (Dp) 265 49,66 18
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15



Figura 4. Extraccién de metabolitos secundarios. a. Tubérculos de fiame molidos y empacados, b. Montaje en percoladores, c,
d. Extraccién de solvente metandlico en rotavaporador e. Revelado de la placa con reactivo de Godin f. Revelado de las bandas

con ultravioleta.

color amarillo y que también se convierten en objeto
de estudio por medio de analisis mas detallados como
HPLC (cromatografia liquida de alta eficiencia), o ais-
lamiento de los metabolitos para identificacion por
andlisis de Resonancia Magnética Nuclear, Infrarrojo,
entre otros.

En estudios realizados por Flores (2010), registrado
por Reina (2012), en el documento de Trabajo sobre
Economia Regional del Name, evaluaron el contenido
de saponinas en ocho especies incluida D. polygo-
noides, existentes en la regién Caribe con el fin de
determinar su potencial uso con fines medicinales y
farmacéuticos. Las especies analizadas fueron D. alata,
D. bulbifera, D. cayenensis, D. dodecaneura, D. escu-
lenta, D. polygonoides, D. rotundata y D. trifida. Los
resultados mostraron que la especie D. polygonoides
es la de mayor presencia de sapogeninas.

Igualmente Hata y colaboradores (2003) encontraron
sapogeninas en D. alata y D. rotundata, estos resulta-
dos se basaron en la hidrélisis de las saponinas para
obtener las sapogeninas libres, el estudio presenté una
forma practica para detectar saponinas por cromato-
grafia en capa delgada de tipo disogenina/yamogenina

y tigogenina/neotigogenina en la mayoria de las acce-
siones, empleando D. polygonoides como referencia
al considerar que esta especie ha sido ampliamente
estudiada y se conoce la polaridad y estructura de las
saponinas y terpenos.

La especie D. coriacea present6é un extracto del 54%
en base seca, por lo que constituye una especie con
aparente alto potencial de contenido de saponinas,
si tenemos presente el valor fitoterapéutico que se le
reconoce en su uso tradicional y popular en el trata-
miento de diferentes condiciones de salud como la hi-
percolesterolemia y la diabetes, se amplia su potencial.
Como ya mencionaban Hata y colaboradores (2003),
“un mejoramiento de estas especies puede convertir-
las en especies promisorias para la obtencién de sapo-
geninas esteroidales”.

Conclusiones

Las mejores condiciones para la formacion de brotes
se lograron colocando el material por aproximada-
mente 30 dias en condiciones de temperatura de 18°C
dia'y 10°C noche.
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Los medios de cultivo con una dosis de 1 mL/L de
AG;, resultaron los mas apropiados en la formacion de
brotes en D. coriacea, bajo las condiciones de experi-
mentacion. Medios de cultivo que contenian solamen-
te BAP indujeron la formacion de callos, igualmente
la poliamina Putrescina resulté efectiva como antioxi-
dante.

Las especies silvestres de Dioscorea que fueron reco-
lectadas, presentaron alto contenido de saponinas,
indicadores cualitativos como la actividad tensoactiva
revelada por la formacién de espuma, y la presencia
de las bandas por CCD que manifiestan como positivas
estos metabolitos.

Como resultado de este trabajo, se propone un pro-
cedimiento para establecer a condiciones in vitro la
especie D. coriacea, la cual podra ser implementada
a otras especies e igualmente permitird el diseno de
medios de cultivo para las etapas de multiplicacién,
enraizamiento y microtuberizacion.
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Efecto de la carga organica de la gallinaza de jaula
en el potencial de biometanizacion

Effect of chicken manure organic load on biomethane potential
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Resumen

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto de la carga organica expresada en funcion de la relacion inéculo/sustrato
(RIS) sobre el potencial de biometanizacion de la gallinaza de jaula usando como in6culo lodo estiércol bovino. Se llevaron
a cabo ensayos de biodegradacion anaerobia a temperatura mesofilica de 39 °C. Para cada una de las cargas orgdnicas
evaluadas (16.6, 11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g SV/L) se cuantificaron las variables: dacidos grasos volatiles totales, alcalinidad, con-
centraciéon amonio y volumen acumulado de metano. El mayor potencial de biometanizacion (0.58 m*> CHi/kg SV) se al-
canzé cuando la biodegradacion anaerobia se llevé a cabo con una RIS de 1.0. Los resultados obtenidos demuestran que la
gallinaza es un sustrato potencial para ser degradado por digestion anaerobia y el rendimiento del proceso es directamente
proporcional a la concentracién de sustrato. Este estudio también confirma que la RIS permite diluir la concentracién de
compuestos inhibitorios como el amonio en el caso de la gallinaza de jaula.

Palabras clave: digestion anaerobia, gallinaza de jaula, relacion inéculo/sustrato, amonio.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of inoculum to substrate radio (ISR) on biomethane potential of chicken
manure using cattle slurry as inoculum. Biomethane potential assays were carried out at 39 °C mesophilic temperature.
Total fatty acids, total alkalinity, ammonium concentration and accumulative methane volume were measured to evaluate
organic load (16.6, 11.0, 8.3, 6.6 y 5.5 g VS/L). The highest biomethane potential (0.58 m* CHas/kg SV) was reached when
anaerobic biodegradation was carried out to ISR of 1.0. The results demonstrated that chicken manure is a potential subs-
trate to be degraded by anaerobic digestion and process performance is directly proportional to substrate concentration.
This study also confirms that ISR allow dilution of inhibitory components as ammonium by the case of chicken manure.

Key words: anaerobic digestion, chicken manure, inoculum substrate ratio, ammonia.
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ambiental, salud publica y animal (Delgado, 2011). La
gallinaza de Jaula (G)) mezcla de deposiciones solidas

El sector avicola es uno de los sustentos de la eco-
nomia y alimentacion en Colombia. La mayoria de
granjas avicolas existentes en el pais se encuentran
en los departamentos de Cundinamarca (28 %), San-
tander (24 %) y valle del cauca (13 %) (Escalante et
al, 2010). En los diferentes procesos de la actividad
avicola se generan residuos como: gallinaza, pollinaza,
aves muertas, residuos grasos y cdascaras de huevos.
Estos residuos causan problemas de contaminacion

y liquidas de los animales, es el residuo organico mas
representativo que generan las explotaciones avicolas
tanto por su volumen como por sus caracteristicas fi-
sicoquimicas (Rosales et al., 2007). Durante el proce-
so industrial de cria especializada en aves de corral,
se genera una cantidad promedio de GJ) de 107.98
toneladas por millar de aves (Escalante, et al., 2010).
Mediante procesos bioldgicos y térmicos, es posible
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aprovechar los subproductos de los procesos avicolas
en la elaboracion de nuevos productos como el com-
post de gallinaza y harina de carne respectivamente
(Huang et al,, 2011; Rosales et al., 2007). Sin embar-
go, estas tecnologias no son suficientes para tratar las
cantidades generadas por el sector los volimenes de
residuos generados en el sector. La GJ esta compues-
ta principalmente por proteina (20.5 %), celulosa (20
%), hemicelulosa (23.2 %), lignina (1.6 %) y acidos
grasos volatiles (AGV) (0.3 %). Esta elevada concen-
tracion de materia organica convierten a la GJ en un
sustrato atractivo para la digestion anaerobia (DA) (Li
et al, 2013). Los sistemas de bioconversién anaerobia
son procesos biologicos donde la materia organica es
reducida hasta metano y diéxido de carbono por la ac-
cion de diferentes grupos microbianos que trabajan en
sintrofia. Los microorganismos involucrados en la DA
corresponden a) Bacterias fermentativas-hidroliticas b)
Bacterias acetogénicas y c) Arqueas metanogénicas.
El primer grupo esta representado por los géneros
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides,
Micrococcus y Clostridium los cuales producen en-
zimas que desdoblan lo polimeros organicos hasta
mondmeros facil fermentables. Luego las bacterias aci-
dogénicas metabolizan los monémeros para generar
acetatos, propionatos y butiratos que son reducidos
posteriormente por las bacterias acetogénicas hasta
acetato, dioxido de carbono e hidrégeno. Finalmen-
te, las arqueas metanogénicas actdan sobre el acetato
e hidrogeno para transformarlo en metano (Gerardi,
2003). Estudios sobre DA a condiciones mesofilicas,
han reportado rendimientos en la producciéon de meta-
no entre 0.29 y 0.50 m* CHa/kg SV, utilizando GJ como
sustrato y lodo anaerobio de plantas de tratamiento de
aguas residuales como inéculo (Li et al.,, 2013; Nui et
al, 2013).

Un parametro importante a nivel operacional en DA
es la carga organica representada mediante la relacién
In6culo/sustrato (RIS) (Hashimoto et al., 1989). Se ha
demostrado experimentalmente, que la RIS afecta la
velocidad de biodegradacion del sustrato, por tanto
este parametro permite especificar el potencial de
biometanizacién (PBM) y hacer estudios de DA com-
parables para cualquier tipo de sustrato (Raposo et
al., 2011). Los primeros estudios relacionados con la
influencia de carga orgédnica sobre PBM en términos
de la RIS, se llevaron a cabo en operacién disconti-
nua, usando ensilado de maiz como sustrato y lodo
estiércol bovino como in6culo en concentraciones vo-
lumétricas de 0 (control), 10, 30, 50, 70 y 90 %. Los
resultados mostraron que para altas cargas organicas
(valores de RIS por debajo de 0.25) la velocidad de
biodegradacion del sustrato fue lenta comparada con
la velocidad de biodegradacion del sustrato para va-
lores en la RIS cercanos a 2 (Hashimoto et al., 1989).
Resultados similares fueron obtenidos por Raposo et
al., (2006), para la DA del mismo sustrato usando lodo
estiércol bovino como indculo a RIS entre 1y 3.

La influencia de la RIS sobre el PBM también ha sido
estudiada para los desechos de comida y residuos
agroindustriales. Se comprobé que existe una relacion
lineal decreciente entre los rendimientos de biogas y
la RIS (Liu et al, 2009). Neves et al., (2004), afirmo
que para la DA de desechos de cocina utilizando lodo
granular y lodo suspendido como inéculo, la seleccion
de la RIS llega a ser mas determinante que la misma
actividad metabdlica del in6culo. Por consiguiente, en
los estudios de DA se requiere establecer una carga or-
ganica en funcién de una RIS, que permita el arranque
y estabilizacién del proceso.

El criterio para establecer un valor de RIS gira en torno
a la complejidad de biodegradacion del sustrato. En el
caso de la GJ, concentraciones de acidos grasos vola-
tiles (AGV) entre 2000 - 4800 mg/L y alcalinidad (AT)
entre 4700 - 13600 mg/L permiten un adecuado arran-
que del proceso anaerobio (Salminen y Rintala, 2002;
Callaghana et al., 2002). Sin embargo, la GJ también
contiene nitrégeno amoniacal que en concentracio-
nes superiores a 5000 mg/L ejercen un efecto téxico
o inhibidor sobre la actividad microbiana afectando la
estabilidad del proceso (Nue et al., 2013).

Owen et al. (1979), establecieron que valores supe-
riores a 1 en la RIS permiten diluir la concentracion
de compuestos toxico presentes en el sustrato. Adi-
cionalmente, Chynoweth et al. (1993) observaron que
para sustratos como la celulosa se requiere una RIS de
2.0 para evitar inhibicién por elevada acumulacion de
acidos grasos volatiles (AGV). La acidificacion produci-
da por la baja capacidad buffer en la biodegradaciéon
anaerdbica de residuos de cocina y la inhibicién causa-
da por la libracion ortofosfatos en la DA de algas tam-
bién fueron controladas al establecer una RIS superior
a 1.0 permitiendo operar el proceso en valores de pH
dentro del rango adecuado (6.0-8.5) para la DA (Zeng
etal.,, 2010; Neves et al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de
la relacion indculo sustrato sobre el potencial de bio-
metanizacion de la GJ. El desarrollo de este objetivo,
permite establecer el efecto que involucra la variabi-
lidad de sustrato en la digestion de residuos con alta
concentracion de amonio.

Materiales y métodos

Sustrato e inoculo. El sustrato utilizado en la expe-
rimentacion corresponde a GJ recolectada de una
granja avicola localizada en el municipio de Lebrija-
Santander, Colombia. La GJ se mantuvo refrigerada a
baja temperatura (4 °C) durante la etapa de caracteri-
zacion y andlisis. Se utiliz6 como in6culo lodo estiér-
col bovino, procedente de un frigorifico en Santander.

Diseno experimental. El potencial de biometanizacion
(PBM) de la GJ fue determinado experimentalmente de
acuerdo al protocolo establecido por Angelidaki et al.,
(2009). Se evaluaron cinco cargas orgéanicas 16.6 (RIS
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1.0), 11.0 (RIS 1.5), 8.3 (RIS 2.0), 6.6 (RIS 2.5) y 5.5 (RIS
3.0) g SV/L, en biodigestores de 60 ml, con una can-
tidad fija de in6culo de 0.58 g de SV. Para garantizar
condiciones de anaerobiosis en el sistema, los biodi-
gestores fueron purgados con nitrégeno durante 2 min
y sellados con tapones de butilo y agrafes de aluminio.
Los ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo por
triplicado durante 30 dias en condiciones mesofilicas
de temperatura (39 °C%2) en una incubadora (BD-53+
RS422 WTB BINDER).

Procedimientos y métodos analiticos. Los 4dcidos gra-
sos volatiles (AGV), alcalinidad total (AT), pH, NH4*y
volumen de metano acumulado fueron considerados
como las variables de respuesta del proceso. Los AGV
fueron cuantificados por titulacion con NaOH (0.1
N) y la AT por titulaciéon con HCI (0.1 N) (Anderson
y Yang, 1992). El pH fue determinado mediante un
medidor de pH (pH meter 691 Metrohm) y el NH4*
de acuerdo al protocolo 4500-NH3D del Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005). El biogas producido durante el tiem-
po de experimentacion se burbujeé en una solucion
alcalina (NaOH) con fenolftaleina como indicador y
pH 12, en la cual el CO;es absorbido. El volumen de
solucion alcalina desplazada es equivalente al volu-
men de metano generado por el sistema anaerobio
(Angelidaki et al., 2009). El metano se cuantific en
condiciones normales de temperatura y presion me-
diante la ecuacion (1).

(PO_P)O

Vinre = ec (1)

Patm‘T

Donde, Varr es el volumen de gas a condiciones nor-
males (ml), V es el volumen de gas generado durante
el ensayo de biometanizacion, P, es la Presion de me-
tano en condiciones normales (1013.25 mbar), T es la
temperatura de ambiente a la cual se realiz6 la medi-
cion, P es la Presion de vapor (mbar) a temperatura T
y Pam es la presion atmosférica del lugar en el cual se
llevé a cabo el ensayo. El PBM de la GJ se expreso en
términos de volumen normalizado de metano acumu-
lado sobre solidos volatiles adicionados del sustrato
(SV-Ad). El potencial teérico de biometanizacion (PBM
w) del sustrato se calculé mediante la estequiometria
representada en la ecuacion de Buswell (2 y 3), la cual
asume conversion completa de toda la materia orgéni-
ca en biogas (Buswell y Neave, 1930).

CJK%M+@HE79m£)%Oa
4 2 4 ec(2)
(ﬂ+f—9—§jcm (ﬁ+5—9—ﬁja%+cNm
28 4 8 2 4 8
(E 3_9_2)2
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" 12n+a+16b+14c | kg—VS

Donde, 22.4 es el volumen de un mol de gas a condi-
ciones estandar de temperatura y presion. Los resulta-
dos experimentales fueron analizados con el software
StatGraphics plus 5.1, StatPoint® Inc. (Virginia, EE.UU).
El test de Fisher’s fue usado para verificar diferencias
estadisticas entre los resultados.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica del sustrato e indcu-
lo. En la tabla 1, se presenta la caracterizacion fisico-
quimica de sustrato e inoculo, la cual se llevé a cabo
de acuerdo con los protocolos del Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2005).

El pH del sustrato y del in6culo se encuentra en el ran-
go de operacién para el desarrollo de DA reportado en
la literatura (Raposo et al., 2006). La materia orgéanica
del sustrato representada por la concentracion de so-
lidos totales, sélidos volatiles y acidos grasos volatiles
de la gallinaza de jaula, permiten identificarla como
una fuente de carbono atractiva para DA.

Evolucion de la etapa acidogénica de la digestion
anaerobia de gallinaza de jaula. La cinética de con-
sumo de AGV durante 30 dias de biodegradacion, se
presenta para las RIS de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 (figura
2). Se observa que para las diferentes relaciones in6-
culo-sustrato, el inicio del proceso presenta la misma
tendencia exponencial; indicando afinidad del in6-
culo hacia el sustrato (Quintero et al, 2012). Se ha
demostrado que concentraciones de AGV superiores
a los 6000 mg/L pueden causar inhibicion del proce-
so anaerobio (Castillo et al., 2007), en este estudio la
maxima concentracion de AGV fue de 5400 mg/L (RIS
1), valor que se encuentra por debajo del limite que
ocasionaria inhibicion por acidificacion. A partir del
dia 6, la concentracion de AGV disminuy6 por debajo
de 450 mg/L, lo que demuestra alto grado de reduc-
cion de materia organica y consecuentemente activi-
dad metabolica de los microorganismos acetogénicos,
capaces de reducir los AGV hasta acetato (Wang et al.,
1999).

Estabilidad del proceso anaerobio. Los procesos
anaerobios alcanzan la estabilidad en rangos de AGV/
AT entre 0.2-0.8. (Raposo et al.,, 2011). Relaciones de
AGV/AT superiores a 0.8 indican que no hay balance
entre la poblacion de microorganismos acidogénicos
y metanogénicos (Wan et al, 2011). En la figura 2a,
se muestra el cambio en la estabilidad del proceso de
digestion anaerobia de la gallinaza para diferentes RIS.

Se demostré que la estabilidad del proceso de di-
gestion anaerobia de gallinaza se favorece a cargas
organicas inferiores a 16 g SV/I, equivalentes a RIS
superiores a 1.0. Sin embargo, durante el inicio del
proceso se evidencio inestabilidad en el sistema para
todas las relaciones estudiadas con valores de AGV/AT
superiores a 0.8. Esto se debe a que las velocidades de
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Tabla 1. Caracterizacién fisicoquimica del sustrato e inéculo.

Parametro Sustrato inéculo
pH 6.3 8.5
Solidos totales (g/L) 226.2 29.2
Sélidos Volatiles (g/L) 107.7 20.5
Alcalinidad (mg CaCOs) 13467 6023
Acidos grasos volatiles (mg/L) 15613 1370
Densidad (g/L) 1080 1003
C (%P/P) 28.0 ND
H (%P/P) 2.6 ND
O (%P/P) 18.4 ND
N (%P/P) 3.8 ND

ND: No determinado

Figura 1. Cinética de consumo de 4cidos grasos totales
(AGV)

produccion de acidos son mayores a las de consumo
de los mismos, razén por la cual la relaciéon AGV/AT se
encuentra en los limites de estabilidad para el experi-
mento con RIS de 3. Debido a la capacidad buffer del
inoculo (0.23, ver tabla 1), el sistema alcanza estabi-
lidad, al noveno dia de biodegradacién y la relacién
AGV/AT se conserva en un rango 0.0 y 0.3, el cual es
adecuado para operar un proceso a condiciones esta-
bles. Estos resultados concuerdan con la estabilidad
alcanzada (AGV/AT = 0.4) para la digestion de lodo
estiercol bovino y gallinaza diluida al 15% (Callaghan
etal., 2002).

La evolucion del pH, para las diferentes RIS se presenta
en la figura 2b. El pH para las RIS evaluadas oscil6 en

un rango de entre 7.5 y 8.5, valores adecuados para
el crecimiento de consorcios microbianos metanogé-
nicos (Gerardi, 2003). Durante el proceso biodegra-
dativo el pH disminuyé durante los primeros 3 dias
producto de incrementos en la concentracion de AGV.
Luego del cuarto dia el pH se increment6 gradualmen-
te hasta estabilizarse. Este comportamiento se puede
explicar con base a lo reportado por Lay et al., (1998),
los sustratos con alta carga organica como la GJ tien-
den a presentar rapidos incrementos en la concentra-
cion de AGV causando fuertes descensos en el pH y
desestabilizando el reactor. Sin embargo incrementos
progresivos en la concentraciéon de amonio aumentan
el pH al comportarse como una base (Lay et al., 1998;
Yenigun et al., 2013). Angelidaki et al., (2003), descri-
bi6 resultados similares para sistemas con diferentes
residuos organicos, puntualizando que para el caso de
la GJ se pueden presentar interacciones entre la pro-
duccién de AGV y pH que conducen a un estado de
equilibrio.

Efecto de la concentracion de amonio sobre la diges-
tion anaerobia de la gallinaza de jaula. En la figura
3 se muestra que la variacion de la concentracion de
amonio para cada una de las relaciones evaluadas tie-
ne una tendencia similar. Las concentraciones de amo-
nio son proporcionales a la carga organica adicionada.
La maxima concentracion de amonio (2066 mg/L)
se presenta en el arranque del proceso para la RIS de
1.0, que equivale a una carga organica de gallinaza
de 16.6 g SV/L. El proceso se estabiliza a los 9 dias de
digestion alcanzando concentraciones de amonio que
oscilan entre 225 mg/L y 550 mg/L. Teniendo en cuen-
ta que concentraciones de amonio superiores a 2000
mg/L inhiben el sistema anaerobio; se observa que la
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Figura 2. Estabilidad de la digestién anaerobia de la gallinaza de jaula; a) Relacién AGV/AT b) pH

Figura 3. Variacién de la concentracién de amonio en la di-
gestion anaerobia de la gallinaza de jaula.

digestion anaerobia de gallinaza de jaula no presenta
efecto inhibitorio por iones amonio, excepto para car-
gas organicas superiores a 16.6 g SV/| (equivalente a
RIS de 1).

Biodegradabilidad anaerobia de la gallinaza de jaula.
Segln la composicion elemental la gallinaza de jaula
utilizada en este estudio (%p/p C:28; H:2.6; O:18.4;
N:3.8) tiene teoricamente un potencial de biometani-
zacion (PBM) de 0.59 m*® CH,/kg-SV. La produccién
especifica de metano del in6culo (lodo estiércol bovi-
no) fue de 0.17 m* CH./kg-SV, este valor se sustrajo
de los respectivos PBM para cada uno de los ensayos
(figura 4). El maximo PBM fue de 0.58 m*® CHa4/kg-SV
para RIS de 1.0 alcanzando una eficiencia del proceso
del 98%. La produccién mas baja de metano fue de
0.55 m* CHai/kg SV para los valores de RIS de 2.5y
3.0, que corresponden a cargas organicas adicionadas
de 6.6 g SV/L y 5.5 g SV/L respectivamente. Los va-
lores obtenidos en este estudio son superiores a los
reportados por Li et al, (2013), quienes alcanzaron
producciones de 0.30 m* CHa4/kg-SV a partir de una
carga organica de 3.0 g SV/L de gallinaza de jaula. Lo
anterior indica que el proceso de digestion anaerobia
de la gallinaza de jaula presenta altos rendimientos de
produccion de metano.

Figura 4. Produccién especifica de metano a partir de galli-
naza de jaula.

La comparacién de medias para el PBM de la gallinaza
de jaula a las RIS evaluadas (andlisis estadistico), mos-
tré6 que existen diferencias significativas entre cada
uno de los experimentos con un valor de p = 0.0001
(figura 5). Por consiguiente, se corrobora que cargas
organicas inferiores a 17 gSV/L, no inhiben el proce-
so anaerobio de la gallinaza de jaula, demostrando un
efecto inverso entre la carga organica de la gallinaza
de jaula (expresada en funcién de la RIS) y el potencial
de biometanizacion de este sustrato.

Conclusiones

La produccién especifica de metano a partir de gallina-
za de jaula se favorece al operar el proceso con car-
gas organicas inferiores a 17 g SV/L . En consecuencia,
las relaciones in6culo (lodo estiércol bovino)/sustrato
(gallinaza de jaula) superiores a 1.0 reducen la inhi-
bicién de la digestion anaerobia causada por la acu-
mulacion de 4cidos grasos volatiles y iones amonio;
dado que las maximas concentraciones de estos com-
puestos son 5400 mg/Ly 2066 mg/L respectivamente.
Como resultado, el potencial de biometanizacién de la
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Figura 5. Andlisis de medias del potencial de biometaniza-
cién para la gallinaza de jaula.

gallinaza de jaula es de 0.58 m* CH./kg-SV, alcanzan-
do una eficiencia del proceso del 98%.

Dado que a concentraciones de carga organica supe-
riores a 17 g SV/I, el proceso de digestion anaerobia
se inhibe, es recomendable enfocar las investigaciones
con gallinaza de jaula hacia la codigestion de este sus-
trato con residuos industriales ricos en carbohidratos,
lipidos y proteinas como por ejemplo melaza de cana,
glicerol residual y lactosuero respectivamente.
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Resumen

La micropropagacion es una alternativa para la produccién comercial de plantas de zébila (Aloe barbadensis Mill.) limitada
por los altos costos de produccién. Con el objetivo de prescindir de los agentes gelificantes, reduciendo costos, se compa-
r6 el medio de cultivo liquido con el medio de cultivo gelificado en las diferentes etapas de micropropagacion de la zébila.
En la etapa de establecimiento se observé mayor porcentaje de explantes contaminados en el medio de cultivo liquido
estatico (25.55 %) que en el medio gelificado (11.11 %); y aunque el resto de los explantes se establecieron independien-
temente de la condicion del medio de cultivo, en el medio liquido alcanzaron mayor altura (3.81 cm) que en el medio
gelificado (3.03 cm). En la etapa de multiplicacion, la altura de los explantes (entre 4.43 y 6.01 cm) fue superior en los re-
cipientes de inmersion temporal automatizado (RITA®) en comparacién con el medio gelificado (entre 3.24 y 3.42 cm); sin
diferencias significativas entre el nimero de brotes/explante. Todos los brotes enraizaron a los 30 dias independientemente
del medio de cultivo empleado (liquido estatico y gelificado), sin observar variaciones en la altura del brote y, nimero y
longitud de las raices. El empleo de los medios de cultivo liquidos y la implementacién de los sistemas de inmersion tem-
poral tipo RITA® permiten reducir los costos de produccién al prescindir de los agentes gelificantes, lo que representa un
avance para la micropropagacion comercial de zébila.

Palabras clave: Cultivo de tejidos, agentes gelificantes, RITA®, sistemas de inmersién temporal.

Abstract

Micropropagation is considered a successful alternative for aloe (Aloe barbadensis Mill.) plant production. However, it has
limited use due to the high production cost. Liquid media were compared to agar-gelled medium during all micropropagation
stages of aloe to reduce the cost for gelling agent used. In the establishment stage, there was a higher percentage of contami-
nated explants in static liquid medium (25.55%) than those cultured in agar-gelled medium (11.11%), although all the explants
were established independently of the culture medium used, higher height (3.81 cm) was observed in liquid medium than
those growing in agar-gelled medium (3.03 cm). In the multiplication stage, explant height was higher in the recipients used for
automated temporary immersion system (RITA®) (4.43 - 6.01 cm) than those cultured in agar-gelled medium (3.24 - 3.42 cm),
there was no significant difference for number of shoots/explant. All shoots had roots at 30 days independently of used culture
media (static liquid or agar-gelled media). Shoot height, number and root length had similar values in both culture media. The
implementation of liquid media and automated temporary Immersion system RITA® may allow to reduce production costs of
gelling agent used, it represents an approach for the commercial micropropagation of aloe.

Keys words: Tissue culture, gelling agents, RITA®, temporary immersion system.
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Introduccién

En los dltimos anos se ha demostrado cientificamen-
te que las plantas del género Aloe, poseen gran valor
nutricional, medicinal y cosmético (Pellizzoni et al.,
2012), siendo Aloe barbadensis Miller (zabila), la es-
pecie de mayor importancia para la industria por la
gran cantidad de acibar que producen sus hojas, cuyo
principio activo es la aloina que tiene mdltiples pro-
piedades medicinales (Ramachandra y Srinivasa 2008;
Afez y Vasquez 2005).

La propagacién convencional de zabila se realiza me-
diante la separacion de brotes o hijuelos de la base de
las plantas adultas, teniendo una tasa de reproduccién
estimada de 3 a 4 brotes por planta al afio (Aggarwal
y Barna 2004) por lo que se considera muy lenta e in-
suficiente para satisfacer la demanda a nivel comercial
(Meyer y Van Staden 1991).

Diversos métodos para la propagacion de zabila basa-
dos en las técnicas de cultivo de tejidos se han desa-
rrollado con resultados satisfactorios que incrementan
el nimero de plantas y aceleran la tasa de reproduc-
cion (Mukherjee y RoyChowdhury 2008; Supe 2007;
Hosseini y Parsa 2007; Matos 2007; Albany et al.,
2006; Aggarwal y Barna 2004; Liao et al., 2004; Matos
et al., 2000). Sin embargo, la implementacion de esta
tecnologia mediante la micropropagacion a escala co-
mercial esta seriamente limitada por los altos costos de
produccion (Savangikar 2004).

Entre los factores involucrados que incrementan los
costos en la micropropagacion de plantas, se desta-
can: el elevado ndmero de operaciones manuales que
implican un costo entre el 40 y 90 % por mano de obra
(Pérez et al., 2000; Etienne y Berthouly 2002; Satyahari
2005), el gasto por energia eléctrica estimado entre el
60 y 65 % de los costos de laboratorio (Ahloowalia
y Savangikar 2004; Kodym y Zapata 1999) y el uso
de agentes gelificantes en los medios de cultivo que
representan entre el 70 y 90 % de los costos del medio
de cultivo (Prakash et al., 2004; Orellana 1998).

La implementacion de metodologias de propagacion
basadas en el empleo de medios de cultivo liquidos
que prescinden del agente gelificante, definitivamen-
te reducen los costos de produccion (Preil 2005;
Aggarwal y Barna 2004). Ademas, éstos facilitan la
absorcion de nutrientes por parte de los tejidos, dis-
minuyen el tiempo requerido para el desarrollo de
los cultivos (Alcaraz-Meléndez et al., 2002); simplifi-
can las operaciones de preparacion y dispensado del
medio, permitiendo establecer métodos de control y
muestreo en cada etapa y sustentan el desarrollo pro-
puestas para la automatizacién de los procesos in vitro
(Satyahari 2005; Etienne y Berthouly 2002).

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) fueron con-
cebidos para viabilizar la comercializacién de la micro-
propagacion, ya que éstos permiten la automatizacion
o semiautomatizacion de los sistemas de cultivo (Geor-

giev et al., 2014), ademas el principio someter al tejido
de la planta cultivada a ciclos alternos de inmersion
temporal (pocos minutos) en el medio liquido seguido
del drenaje y la exposicion del tejido a un medio am-
biente gaseoso renovado mejoran considerablemente
la produccion y calidad de los cultivos in vitro (Geor-
giev et al., 2014; Etienne y Berthouly 2005).

Aunque la mayoria de los métodos desarrollados para
la micropropagacion de zabila se basan en el uso de
medios de cultivo con diferentes agentes gelificantes
(Matos 2007; Liao et al., 2004; Matos et al., 2000; Roy
y Sakar 1991), se han obtenido resultados prometedo-
res con el uso de medios de cultivo liquidos emplean-
do diferentes sistemas como son: estaticos, agitados y
con inmersién temporal; todos ellos para la etapa de
multiplicacion in vitro de zabila (Vilchez et al., 2007;
Albany et al., 2006; Aggarwal y Barna 2004).

Con el propésito de prescindir del uso de agentes ge-
lificantes en los medios de cultivo que encarecen los
costos de produccién de las plantas y limitan la micro-
propagacion comercial de zabila, se comparé el uso
del medio de cultivo liquido estatico o de inmersion
temporal con el medio gelificado en la etapa de es-
tablecimiento, multiplicacién y enraizamiento in vitro
de zébila.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para iniciar la investigacion se seleccionaron hijuelos
de zabila sanos de 20 a 30 cm de longitud, de un lote
de plantas adultas ubicadas en los canteros del propa-
gador del Vivero de la Universidad del Zulia, Venezue-
la (10°41’12”LN con 71°38’05”LO a 36 msnm).

Etapa de Establecimiento in vitro

Se disend un experimento totalmente al azar con un
arreglo aleatorizado para evaluar el efecto del medio
de cultivo liquido estatico con puente Heller (soporte
de filtro de papel) y compararlo con el medio gelifica-
do con 4 g L' de agargel (SIGMA).

Los hijuelos de zabila seleccionados del vivero universita-
rio se sometieron a un primer lavado con agua corriente
y jabén liquido comerecial, eliminandoles los restos de sus-
trato y raices. Seguidamente se realizé el procedimiento
de desinfeccion descrito por Albany et al. (2006) y en
condiciones asépticas los vastagos de 3 cm de longitud
fueron seccionados hasta obtener el explante, constitui-
do de la yema apical del vastago recubierta en la base
por 3 a 4 hojas, con una altura promedio de 1 cm y un
diametro de 0.5 cm, aproximadamente.

Los explantes fueron introducidos en tubos de en-
sayos de 150 x 20 mm (Bellco Glass) cubiertos con
tapones de polipropileno (Bellco Glass INC. Kaputs),
que contenian 15 mL de medio de cultivo MS (Mu-
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rashige & Skoog 1962) de pH 5.8, suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascérbico,
25 mg L' de cisteinay 30 g L' de sacarosa; sin adicion
de reguladores de crecimiento.

Se establecieron 10 repeticiones de 3 unidades ex-
perimentales cada repeticion, para un total de 30
explantes en cada tratamiento (medio liquido y me-
dio gelificado). La unidad experimental estuvo repre-
sentada por un tubo de ensayo con un explante y las
variables evaluadas fueron el porcentaje de explantes
establecidos a los 7, 14 y 21 dias de cultivo y el por-
centaje de explantes contaminados y la altura del ex-
plante al finalizar el periodo de cultivo (21 dias).

Multiplicacion in vitro de zdbila en los Recipientes
de Inmersién Temporal Automatizado (RITA®)

Para evaluar el efecto del medio de cultivo liquido en
la multiplicacién in vitro de zabila se seleccionaron los
envases comerciales denominados RITA®y se comparé
con el medio gelificado, ya que éste es el comidnmente
utilizado en la multiplicacién in vitro de zabila (control).

Se realizaron dos experimentos, en el primero se evalué
la frecuencia de inmersion de cada 6, 8 y 12 h con 1
min de inmersion. En el segundo experimento se evaluo
el tiempo de inmersién de 1, 2, 3 y 4 min con la frecuen-
cia seleccionada del primer experimento de cada 8 h.

En cada experimento se utilizé un disefio experimen-
tal totalmente al azar con cuatro repeticiones por tra-
tamiento. Para los tratamientos liquidos se agregaron
200 mL de medio de cultivo a los RITA® y para el trata-
miento control se agregé 50 mL de medio de cultivo
gelificado con 4 g L' de agargel (SIGMA) en frascos de
vidrio de 1 L de capacidad.

Se seleccionaron brotes de zabila in vitro que poseian
entre 2 y 3 cm de longitud con un minimo de 3 hojas
desarrolladas, del cuarto ciclo de multiplicacion. En
condiciones asépticas se individualizé cada brote y se
decapité a una longitud promedio de 1 cm desde la
base hacia el extremo distal de las hojas y se sembra-
ron diez explantes en cada envase.

En los dos experimentos se utilizé el medio de culti-
vo MS (Murashige y Skoog 1962), suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascorbico,
25 mg L' de cisteina, 1 mg L' de Bencilaminopurina
(BAP) y 30 g L' de sacarosa; a pH 5.8. Las variables
evaluadas fueron el ndmero de brotes/explante y la
altura del explante a los 30 dias de cultivo.

Enraizamiento in vitro de zdbila en medio liquido

y gelificado

Para comparar el efecto del medio liquido y gelificado
en el enraizamiento in vitro se seleccionaron brotes
de zabila de tamano comprendido entre 3 y 6 cm de
altura, procedentes de un séptimo subcultivo de pro-

pagacion in vitro. A estos brotes se les elimin6 toda
brotacién de yemas laterales y se les realizé un corte
transversal del follaje para reducir la altura de los pro-
pagulos a 3 cm aproximadamente.

Los explantes fueron colocados individualmente en
tubos de ensayo que contenian 15 mL de medio de
cultivo liquido estatico con puente Heller o gelifica-
do con 4 g L' de agargel (tratamientos). Se utilizé el
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962) con
una reduccion del 50% de las sales, suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascérbico,
25 mg L' de cisteinay 30 g L' de sacarosa; a pH 5.8.

A los 10, 20 y 30 dias de cultivo se evalu6 el porcen-
taje de brotes enraizados; y al finalizar el cultivo (30
dias) se evalud la altura de la vitroplanta, el nimero y
longitud de raices. Se utiliz6 un diseno experimental
completamente al azar, con ochenta repeticiones por
tratamiento.

Condiciones generales de crecimiento in vitro

Las etapas de establecimiento, multiplicacion y en-
raizamiento, se desarrollaron en un cuarto de cre-
cimiento in vitro con una temperatura promedio de
26°C£2°C con luz blanca fluorescente continua (40W)
y una intensidad de 150 pmol m? s™.

Para el analisis estadistico los valores porcentuales de
las variables dependientes en la etapa de estableci-
miento y enraizamiento, fueron transformados a través
de la ecuacion n'?+ 4, donde n es el valor porcentual.

Los datos de todas las variables dependientes fueron
evaluados mediante el andlisis de varianza simple y la
prueba de comparacion de medias por Tukey. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con el programa
computarizado Statistix version 8.0 (2003) para am-
biente Windows de Microsoft®.

Resultados y discusién

Establecimiento in vitro en medio liquido y gelificado

El porcentaje de explantes contaminados, la altura del
explante y el porcentaje de explantes establecidos a
los 7 y 14 dias, fueron afectados por la condicién del
medio de cultivo en la etapa de establecimiento in vi-
tro de zabila. Sin embargo, todos los explantes que
sobrevivieron lograron establecerse independiente-
mente del medio de cultivo a los 21 dias (tabla 1).

El porcentaje de explantes contaminados observado
en el medio gelificado fue duplicado en el medio liqui-
do. La presencia de microorganismos en los medios
liquidos puede ser detectada facilmente por los colo-
res, texturas, turbidez uniforme o no, peliculas o sedi-
mentos de las sustancias que estos microorganismos
segregan en el medio (Alvarado 1998). En los medios
gelificados se observé oscurecimiento del medio pro-
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Tabla 1. Efecto del medio liquido estatico con puente Heller y gelificado con agargel sobre el porcentaje de explantes
contaminados, porcentaje de explantes establecidos y altura del explante en la etapa de establecimiento in vitro de zébila.

Condicion del Explantes contaminados Explantes establecidos (%) a los Altura del explante

medio (%) a los 21 dias 7 dias 14 dias 21dias (cm) a los 21 dias
Liquido 25.55a 48.45 a 87.75 a 100 a 3.81a
Gelificado 11.11b 24.67 b 71.56 b 100 a 3.03b

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

bablemente por liberacion de fenoles que dificulto la
detecciéon de los contaminantes, incrementandose el
riesgo de obtener pérdidas en etapas posteriores a la
del establecimiento, como la multiplicacion. En tal sen-
tido, la necesidad de observar los contaminantes para
su eliminacion oportuna es un aspecto que debe to-
marse en cuenta incluso para elegir el agente gelifican-
te (Capote et al., 2002), los que brindan una apariencia
traslucida similar al medio de cultivo liquido (phytagel
y gellan gum) son los mas costos.

Se ha evaluado el porcentaje de explantes contamina-
dos en la etapa de establecimiento in vitro de zabila en
medios de cultivo gelificado; pero para demostrar la in-
fluencia del contenido de sacarosa (Tanabe y Horiuchi
2006) y el efecto del método de desinfeccion superfi-
cial empleado (Albany et al., 2006; Matos et al., 2000).
No obstante, el resultado obtenido en esta investiga-
cion de 11.11 % de explantes contaminados en el me-
dio gelificado fue similar al reportado por Albany et al.
(2006) de 9.09 % e inferior al obtenido por Matos et
al. (2000) con el 24 %. En cuanto al medio liquido no
hay precedentes para establecer comparaciones apro-
piadas; y aunque resulté estadisticamente superior al
medio gelificado en este estudio, permitié identificar
rapidamente el material contaminado y excluir de for-
ma temprana cualquier fuente de contaminacion.

El porcentaje de explantes establecidos a los 7 dias
de cultivo en el medio liquido fue superior que en el
medio gelificado (tabla 1), tendencia que se mantuvo
hasta los 14 dias de cultivo. Sin embargo, todos los
explantes lograron establecerse a los 21 dias, indepen-
dientemente de la condicion del medio de cultivo.

Estos resultados parecieran estar relacionados con la
facilidad que tienen los tejidos de absorber los nutrien-
tes de los medios liquidos y manifestar crecimiento en
poco tiempo; mientras que los medios de cultivo geli-
ficados limitan la absorcion de los nutrientes (Lorenzo
et al., 1998), ya que éstos pasan a formar parte de la
matriz del gel y los explantes requieren mayor tiempo
para manifestar crecimiento.

Por otra parte, durante los primeros 7 dias de cultivo
se observo la presencia de compuestos fendlicos en
la base de los explantes en ambos medios de cultivo

(liquido y gelificado); sin embargo, en el medio gelifi-
cado se evidencié mayor ennegrecimiento en la su-
perficie de contacto con el medio de cultivo debido
a la menor tasa de difusion. El alto contenido de estos
compuestos fendlicos causa oxidacion en el medio de
cultivo (Matos 2007), dificultando el establecimiento
de la zabila in vitro, ya que estas sustancias fendlicas
son reconocidas como inhibidores del crecimiento
(Roy y Sakar 1991). Estas razones pudieran estar re-
lacionadas con la disminucién del crecimiento de los
explantes en los medios de cultivo gelificado durante
las primeras semanas de cultivo; contrariamente los
explantes del medio liquido lograron contrarrestar los
efectos negativos de la oxidacion, ya que estos com-
puestos se diluyen con mayor facilidad en el medio
liquido; afectando en menor grado el crecimiento de
los explantes.

Hasta el momento, s6lo se ha utilizado medio gelifica-
do para el establecimiento in vitro de zabila con resul-
tados similares en cuanto al tiempo de crecimiento de
los explantes; reportandose después de 15 dias (Natali
et al,, 1990; Matos et al., 2000) y de 4 semanas de cul-
tivo (Liao et al., 2004). Los resultados de esta investiga-
cién ponen de manifiesto la eficiencia de los medios
de cultivo liquido para la etapa de establecimiento in
vitro de zabila.

Al cabo de 21 dias de cultivo se observé mayor altura
en los explantes establecidos en el medio de cultivo
liquido en comparacién con el medio gelificado (tabla
1). Esta respuesta esta directamente asociada a la ab-
sorcion de nutrientes sin mayores restricciones en los
explantes cultivados en medio liquido.

Resultados similares a esta investigacién fueron repor-
tados por Matos et al. (2000), Natali et al. (1990) y Ag-
garwal y Barna (2004) con valores que oscilaron entre
2 y 4 cm de altura de explantes de zabila en la etapa
de establecimiento, pero después de 30 dias de cultivo.

Multiplicacion in vitro de zdbila en los Recipientes de
Inmersion Temporal Automatizado (RITA®)

La frecuencia de inmersion durante la multiplicacion
in vitro de zabila, afecté el ndmero de brotes de los
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explantes crecidos en los RITA®; resultando mayor
cuando se increment6 la frecuencia a 8 y 6 h, sin dife-
renciarse del nimero de brotes obtenidos en el medio
gelificado. Entre tanto, la altura del explante siempre
fue mayor en todas las frecuencias de los RITA® que
en el medio gelificado (tabla 2).

El tiempo de inmersién en los RITA® s6lo afecto el nu-
mero de brotes por explante, obteniendo una mayor
brotacién en el menor tiempo con un valor promedio
similar al control (medio gelificado); mientras que la al-
tura del explante no varié entre los tratamientos en los
RITA®; pero todas fueron superiores a la alcanzada por
los explantes crecidos en el medio gelificado (tabla 3).

Los valores obtenidos para la altura del explante en
relacién al nimero de brotes en ambos experimentos
de los RITA®, parecieran indicar que los nutrientes del
medio liquido son asimilados rapidamente por los ex-
plantes, evidenciandose en mayor altura del explante
en detrimento de la formacién de brotes. Esta hipo-
tesis puede ser corroborada con el comportamiento
de los explantes en el medio gelificado (control) los
cuales mostraron mayor equilibrio entre el crecimiento
del explante y el nidmero de brotes emitidos por éstos;
como consecuencia de la absorcion de los nutrientes
s6lo por la base del explante y de forma paulatina, de-
bido a la retencién que ejerce la matriz del gelificante;

mientras que en los RITA® el contacto intermitente del
medio nutritivo con los explantes le proporciona una
capa delgada de medio que se adhiere en toda la su-
perficie del explante por cohesion y se renueva con
cada inmersion.

Al respecto se ha demostrado que las condiciones
de los sistemas de inmersion temporal (SIT) y de los
medios liquidos en agitacion orbital favorecen un ma-
yor crecimiento de tallos y hojas que no son aprove-
chables para la etapa de multiplicacion (Albany et al.,
2006 y 2005).

En la multiplicacion in vitro de zabila, se ha sefalado
una mayor altura del explante en medios de cultivo li-
quidos en agitacion orbital (50 rpm) en comparacion al
medio gelificado con 3.85 y 2.83 cm, respectivamente
y similar coeficiente de multiplicacion entre ambos ti-
pos de medio de cultivo con 3.75 brotes por explante
(Albany et al., 2006). Mientras que Aggarwal y Barna
(2004) compararon el medio de cultivo liquido estati-
co con el medio gelificado; obteniendo 5.1 brotes por
explante en los medios liquidos y 4.8 brotes/explante
en los medios gelificados.

Cabe destacar que el origen de las diferencias entre
el nimero de brotes obtenidos en esta investigacion y
los senalados con anterioridad, se debe principalmen-
te a las diferencias entre las formas de cultivo liquido

Tabla 2. Efecto de la frecuencia (6, 8, 12 h) con 1 min de inmersién en los RITA®sobre el nimero de los brotes/explante y la altura

del explante en la etapa de multiplicacién in vitro de zabila.

Frecuencia de inmersion (h) Ndmero de brotes/explante Altura del explante (cm)
12 2.12b 5.87 a
8 2.86a 6.01 a
6 2.99a 597 a
Medio gelificado (control) 3.02 a 3.42b

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

Tabla 3. Efecto del tiempo de inmersién (1, 2, 3 y 4 min) con una frecuencia de cada 8 h en los RITA®sobre el niimero de los
brotes/explante y la altura del explante enla etapa de multiplicacién in vitro de zabila.

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

Tiempo de inmersion (min) | Nuamero de brotes/explante Altura del explante (cm)
1 293 a 4.86 a
2 2.42b 50T a
3 2.33 b 4.43 a
4 2.16 b 4.56 a
Medio gelificado (control) 3.16 a 3.24b
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empleado, relacionadas con el RITA®, el medio liquido
estatico (Aggarwal y Barna 2004) y en agitacion orbital
(Albany et al., 2006). Ademas, la composicién de los
medios de cultivo utilizados y la manera de medir la
variable con seguridad afianzaron las diferencias.

Estudios realizados por Vilchez et al. (2007) en la
multiplicacion in vitro de zabila demuestran que una
frecuencia de 3 veces al dia durante 2 min, permite
obtener mayor nimero de brotes en los RITA® (2.75)
y al variar los tiempos de inmersion (1, 2 y 3 min) no
se reportaron diferencias para el nimero de brotes;
pero si mayor longitud del explante (5.01 cm) en los
RITA® con 1 min de inmersion tres veces al dia. Estos
resultados son similares a los mostrados en esta inves-
tigacion con las frecuencias de 8 y 6 h, que arrojaron
los mayores valores de brotes por explante con 2.86 y
2.99, respectivamente; y cuando se variaron los tiem-
pos de inmersion (1, 2, 3 y 4 min) se observé mayor
ndmero de brotes (2.93) en inmersiones de 1T min cada
8 h, con similar altura entre los explantes de los RITA®,

Enraizamiento in vitro de zdbila en medio liquido

y gelificado

Transcurridos 30 dias de cultivo en la etapa de enraiza-
miento, las variables altura de la vitroplanta, el nimero
y la longitud de las raices; no mostraron diferencias
estadisticas (P < 0.05) por efecto del medio liquido en
comparacién con el medio gelificado. El porcentaje de
explantes enraizados, mostr6 diferencias por efecto de
la condicién del medio de cultivo sélo a los 10 y 20
dias de cultivo (tabla 4).

Durante los primeros dias de cultivo fue notoria la di-
ferencia en el crecimiento de los brotes cultivados en
el medio liquido; corroborando de esta manera la faci-
lidad que tienen los explantes de absorber los nutrien-
tes del medio liquido en comparacion con el medio
gelificado.

A los 10 dias de cultivo, el porcentaje de brotes enrai-
zados en el medio liquido duplico el valor porcentual
alcanzado en el medio gelificado. Sin embargo, a los
20 dias de cultivo disminuyé esta diferencia; pero se
mantuvo mayor porcentaje de brotes enraizados en el

medio liquido. Treinta dias después, los brotes coloca-
dos en medios gelificados (figura 1a) y liquidos (figura
1b) enraizaron casi en su totalidad, eludiendo las dife-
rencias estadisticas existentes entre ellos.

Este comportamiento pudiera estar relacionado con la
mayor resistencia que proporciona la matriz del medio
gelificado a los brotes sin raices para absorber los com-
ponentes del medio de cultivo, en comparacion con el
medio liquido. Es evidente que durante los primeros
dias de cultivo, los brotes colocados en el medio liqui-
do comienzan a absorber rapidamente los nutrientes,
por lo que se agotan estos nutrientes del medio de
cultivo con la misma velocidad. Razén por la cual a
medida que transcurre el tiempo de cultivo, comienza
a disminuir la diferencia entre el porcentaje de brotes
enraizados en el medio liquido con respecto al medio
gelificado.

Al respecto, Tanabe y Horiuchi (2006), senalan que la
concentracion del gelificante influye en la capacidad
de las plantulas de zabila en absorber agua y otros
componentes del medio de cultivo. Estos investiga-
dores demostraron que el porcentaje de ganancia de
peso de las plantulas aumenté a medida que se dis-
minuyé la concentracion del gelificante, obteniendo
74 % de ganancia de peso con 4 g L' de gellan gum.

Por otra parte, Orellana (1998) sefala que el uso del
medio de cultivo liquido permite la difusion de los re-
siduos toxicos de las vitroplantas, principalmente los
compuestos fendlicos que son abundantes durante la
iniciacion de las raices en la etapa de enraizamiento y
disminuyen el periodo de las plantas para ser llevadas
a la etapa de aclimatacion. Ademas Gangopadhyay et
al. (2002), afirman que existe una alta frecuencia de
danar las raices al momento de extraerlas del medio
gelificado para el trasplante, y cuando quedan restos
del gelificante sobre las raices puede favorecer el cre-
cimiento de hongos y bacterias.

En los trabajos del género Aloe, se observa una alta
capacidad de enraizamiento por parte de los brotes in
vitro de zabila al utilizar diferentes agentes gelificantes
con la adicién o no de auxinas al medio de cultivo.
Al respecto Meyer y Van Staden (1991), reportaron el

Tabla 4. Efecto del medio liquido-estatico y gelificado con agargel sobre el porcentaje de brotes enraizados, altura de la
vitroplanta, nimero y longitud de las raices en la etapa de enraizamiento in vitro de zabila.

Brotes enraizados (%) a los A los 30 dias de cultivo
Condicion del ; -
—i 10 dfas 20 dias 30 dias ' Altura de la Numfero de Long.éltud de las
vitroplanta (cm) raices raices (cm)
Liquido 42.65 a 72.76 a 100 a 7.54 a 1.65a 3.73 a
Gelificado 21.34b 59.53 b 98.96 a 7.33 a 1.79 a 398 a

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.
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Figura 1. Brotes enraizados in vitro de zébila obtenidos a los treinta dias de cultivo. En sistemas de medio gelificado con 4 g L' de

agargel (a). En medio liquido estdtico con puente Heller (b).

100 % de brotes de zabila enraizados con una altura
entre 5y 6 cm utilizando IBA como fuente auxinica y
el gelrite como agente gelificante. A diferencia de Na-
tali et al. (1990) quienes utilizaron un medio de cultivo
sin auxinas y gelificado con agar, pero igual obtienen
el 100 % de enraizamiento a los 7 y 10 dias de cultivo;
tiempo similar (10 dias aproximadamente) en el que
Matos et al. (2000) en un medio de cultivo sin hor-
monas y con gellan como agente gelificante lograron
el enraizamiento de zdbila, mientras que Aggarwal y
Barna (2004) después de 15 dias de cultivo obtienen
100 % de brotes enraizados de zabila en medios de
cultivo gelificados con agar y sin auxinas.

Los resultados anteriormente sefalados indican que
los brotes de zabila tienen un alto potencial de formar
raices adventicias, corroborandose en esta investiga-
cion tanto en los medios de cultivo liquido como en
los gelificados. Ahora bien, en funcién del objetivo de
esta investigacion en disminuir de los costos de pro-
duccién es pertinente destacar la eficiencia alcanzada
en esta etapa, al obtener el 100 % de los brotes de
zabila enraizados en un medio de cultivo sin agente
gelificante, reguladores de crecimiento y con una re-
duccion al 50 % de las sales de MS.

Esta investigacion constituye el primer aporte cientifi-
co del uso de medio de cultivo liquido en zabila para
la etapa de establecimiento in vitro y el segundo se-
nalamiento de empleo de RITA® en la etapa de mul-
tiplicacion y de medio liquido estatico en la etapa de

enraizamiento; con resultados satisfactorios en todos
los casos.

Conclusiones

La micropropagacion de Aloe barbadensis Mill. basada
en medio de cultivo liquido es mas sencilla y satisfacto-
ria que los medios gelificados, con altas posibilidades de
automatizar el proceso in vitro para fines comerciales.

El medio de cultivo liquido-estatico con puente Heller
empleado en la etapa de establecimiento y enraiza-
miento in vitro favorece el crecimiento y regeneracion
de los brotes de zabila, resaltando la reduccién de los
costos de los componentes del medio de cultivo que
conlleva la omisiéon del gelificante y la exclusion de
reguladores de crecimiento y reduccion del 50 % de
sales de MS en el medio de cultivo de enraizamiento
en ambas etapas.

La multiplicacion in vitro en los sistemas de inmersion
temporal tipo RITA® facilitan la absorciéon de los nu-
trientes por parte de los explantes de zabila traducién-
dose en mayor crecimiento, al tiempo que se reducen
los costos del medio de cultivo y abren la posibilidad
de estudiar otros factores para aumentar el nimero de
brotes en esta etapa.
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Resumen

El hame Criollo (Dioscorea alata) y el fiame Espino (Dioscorea rotundata) se constituyen como las dos especies mayormen-
te cultivadas en el departamento de Sucre, Colombia. Por esta razén en la Universidad de Sucre se han implementado
técnicas para lograr su conservaciéon mediante la propagacion in vitro, sin embargo esta metodologia conserva las acce-
siones por un periodo no mayor a los 4 meses, provocando continuos subcultivos, aumento de costos y mano de obra.
Por ello la presente investigacion tuvo como objetivo establecer medios de cultivo éptimos para la conservacion in vitro
por crecimiento minimo de diferentes accesiones (D. alata y D. rotundata) pertenecientes al banco de germoplasma de
la Universidad de Sucre, durante un periodo de 8 meses. Esto mediante la modificacién del medio de cultivo base MS;
con los siguientes osmolitos: sacarosa, manitol y sorbitol. Se avaluaron 8 tratamientos (T) en los siguientes porcentajes T,
(control) (3:0:0), T» (0:1,5:0), T5(0:0:2), T4 (0:1,5:2), T5 (0:0:1) y Te (0:0:3), T7(0:1,5:1) y Ts(0:1,5:3). Cada 30 dias se evalu6:
supervivencia (%), hojas expandidas (%), longitud del tallo y raiz, nimero de nudos y raices, oxidacion (%), senescencia
foliar (%) y callo (%). Los resultados mostraron que las especies D. alata y D. rotundata, se conservan de forma 6ptima, en
la combinacion T4(0:1,5:2), donde se evidencia un alto porcentaje de supervivencia, un minimo porcentaje de senescencia
foliar y un desarrollo restringido en el resto de variables. Garantizando asi la disponibilidad y el desarrollo normal de las
accesiones en un periodo superior a 4 meses.

Palabras clave: name, manitol, sorbitol, sacarosa.

Abstract

Dioscorea alata cv. “Criollo” and Dioscorea rotundata cv. “Espino” are constituted as the two cultivars mostly cultiva-
ted in the department of Sucre, Colombia. For this reason the University of Sucre has been implementing tissue culture
techniques for their multiplication throughout in vitro propagation. However, this methodology support accessions for a
period about 4 months, causing continuous subcultures, increased costs and labor. Therefore the objective of the present
investigation was to establish an optimal culture media for in vitro minimal growth conservation of different accessions (D.
alata and D. rotundata) from the University of Sucre yam”s genebank , for a period of 8 months by modifying the basic
MS culture medium. The following osmolytes were used: sucrose, mannitol and sorbitol in different percentages (S:M:S).
Eight treatments (T) in the following percentages were evaluated: T: (control) (3:0:0), T2 (0:1,5:0), T5(0:0:2), T4 (0:1,5:2), Ts
(0:0:1) y Te (0:0:3), T7 (0:1,5:1) y Ts (0:1,5:3). Every 30 days data was recorded for: survival (%), expanded leaves (%), length
of stem and roots, number of leaves and roots, phenolization (%), leaf senescence (%) and callus presence (%). The best
results for D. alata and D. rotundata, were observed in treatment T4 (0:1,5:2), where a high percentage of survival evidence,
a minimum percentage of leaf senescence and a limited response for the other variables. Therefore, these results indicate
the potential of this media, to increase 100% in vitro growth conservation over the conventional media, and ensuring the
viability and normal development of the accessions for more than four months period.

Key words: yam, mannitol, sorbitol, sucrose.
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Introduccién

Dioscorea es uno de los seis géneros pertenecientes
a la familia Dioscoreaceae que comprende mas de
650 especies distribuidas en las zonas tropicales de
alta pluviosidad (Thurston, 1998). El Rame Dioscorea
sp, es un tubérculo de gran importancia para los pe-
quenos productores de la region caribe colombiana,
de este cultivo dependen numerosas familias de agri-
cultores de esta region (Reina, 2012), y desarrollo de
mercados en el marco de los tratados de libre co-
mercio (TLC). Por lo cual desarrollar investigaciones
orientadas a la comprension de sus caracteristicas y
a buscar soluciones a los problemas presentados por
el cultivo es de vital relevancia.

En el departamento de Sucre las especies mas culti-
vadas son el Aame “Espino” (Dioscorea rotundata)
y el Rame “Criollo” (Dioscorea alata), con un 75%
de la cantidad total cultivada (Reina, 2012). En esta
zona del pais el hame se produce de forma vegeta-
tiva mediante el fraccionamiento de los tubérculos,
ocasionando, en algunos casos, la transferencia de
enfermedades de un ciclo a otro y de una localidad
a otra. (Rodriguez, et al., 2008). Por ello surgi6 la ini-
ciativa de implementar nuevas metodologias para la
conservacion de estas especies, tal como el cultivo
in vitro. A través de esta metodologia la Universidad
de Sucre establecié un banco de germoplasma en el
cual se resguardan las especies anteriormente men-
cionadas.

La conservacion de este cultivo en un banco de ger-
moplasma constituye la soluciéon a los problemas
presentados por el cultivo en campo. Existen repor-
tes sobre micropropagacién de algunos fames co-
mestibles como D. rotundata cv. “Espino” (Acosta y
Beltran, 2001); D. alata cv “Pico de Botella” (Rodri-
guez y Beltrdn, 2001); embriogénesis somdtica en
D. alata cv “Diamante 22" (Espitia y Quintero, 1999)
(citados en Salazar, 2002). Sin embargo, el cultivo
in vitro de Dioscorea spp presenta desventajas tales
como periodos cortos entre subcultivos (3 a 4 me-
ses), que traen como consecuencia el aumento de
costos y uso de mano de obra, afectando la estabi-
lidad genética de las accesiones y comprometiendo
la asepsia de las mismas (Acedo y Arradoza, 2006).

En este sentido fue necesario aplicar un nuevo mé-
todo de conservacién que permitiera extender los
periodos de subcultivo y asi evitar la pérdida del ma-
terial, el aumento de costos y mano de obra. Este mé-
todo es denominado conservacion bajo crecimiento
minimo, con el cual se logra restringir de forma direc-
ta el crecimiento y desarrollo de una planta mediante
el estrés osmético controlado que generan algunos
componentes del medio de cultivo, tales como los
azucares y azucares de alcohol en combinacién
con parametros ambientales controlados (Neiva y
Jiménez, 2010). Existen reportes de conservacion en
Dioscorea, spp como “Dioscorea alata L, clon “Cara-

queno” (Borges et al., 2009), en este estudio logra-
ron conservar y regenerar plantas in vitro a partir de
segmentos uninodales de D. alata L clon caraqueno
durante 9 y 12 meses, con diferentes concentracio-
nes de manitol, sacarosa y BAP, también se han rea-
lizado estudios en otras especies como “Dioscorea
alata, D. rotundata, D. bulbifera y D. trifida” (Carmo-
na, et al, 2013), lograron conservar cuatro especies
in vitro de hame a partir de la combinacién de saca-
rosa, manitol y sorbitol por un periodo superior a seis
meses. Estos métodos han sido exitosos, sin embargo
en esta dltima investigacion las especies respondie-
ron de forma distinta a los diferentes tratamientos,
de tal manera que cada especie tenia un medio en
el cual se mantuvo bajo las condiciones de conserva-
cion adecuadas durante la investigacion.

Por las razones anteriormente expuestas este trabajo
tuvo como objetivo establecer medios de cultivo 6p-
timos para la conservacion in vitro por crecimiento
minimo de diferentes accesiones pertenecientes al
Banco de Germoplasma de name de la Universidad
de Sucre. Esto durante un periodo de 8 meses y con
base en la modificacion del medio de cultivo con
distintos niveles de manitol y sorbitol de forma indi-
vidual y combinada.

Materiales y métodos

Ubicacion geogrdfica

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia y Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Universidad de Sucre, sede Puerta Roja. Esta se ubica
en la ciudad de Sincelejo, cuya posicion geogréfica
en Colombia es 9° 18’ de latitud norte y 75° 23’ de
longitud oeste del meridiano de Greenwich. Ortega
etal. (2011).

Técnicas y procedimientos generales

Obtencion del material vegetal

Se prepararon medios de micropropagacién para el
establecimiento de las plantas madre. Estos consistie-
ron en sales de Murashige y Skoog (MS) (1962), sa-
carosa 30 g/L, carbon activado 2 g/L, ANA 0,5 mg/L,
BAP 4 mg/L, tiamina Tmg/L, mioinositol 0,1g/L, agar
8 g/L, para Dioscorea alata. Para Dioscorea rotundata
se prepararon medios con las sales de Murashige y
Skoog (MS) (1962), sacarosa 30 g/L, carbén activado
2 g/L, ANA 0,1 mg/L, BAP 0,3 mg/L, tiamina T mg/L,
mioinositol 0,1g/L, y agar 3,25 g/L.

El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 y se distri-
buyé en frascos de 182 cm?, a razén de 20 ml por
frasco. Finalmente se esterilizé por 20 min. a 15 psiy
121 °C. Los medios se observaron 7 dias, antes de su
uso, para descartar contaminacién preliminar.
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Se sembraron 3 segmentos por frasco, provistos de
nudos y hojas de plantas donantes del banco de ger-
moplasma del laboratorio de biotecnologia vegetal de
la Universidad de Sucre. Las actividades de prepara-
cion de equipos, esterilizacion de materiales y medios
de cultivo, se desarrollaron bajo condiciones asépticas
en cabina de flujo laminar horizontal (Astrocel®), en
condiciones controladas de temperatura e ilumina-
cion.

Siembra de los explantes y condiciones del cultivo

Se emplearon segmentos uninodales (desprovistos de
hojas y raices) con una longitud aproximada de 1 cm,
los cuales se obtuvieron a partir de las plantas madre
micropropagadas, a los 3 meses de su establecimien-
to. Los segmentos se sembraron obedeciendo a la po-
laridad de la planta a razén de un explante por frasco
bajo cabina de flujo laminar horizontal en condiciones
asépticas. Finalmente se colocaron en un cuarto de in-
cubacion a una temperatura de 28 + 5 °C, humedad
relativa de 65 % y un fotoperiodo de 12 horas luz con
una intensidad luminica de 50 pmol m?s’.

Conservacion in vitro

Medios de cultivo

Estuvieron compuestos por las sales de Murashige y
Skoog (MS) (1962), carbon activado 1g/L, ANA 0,5
mg/L, BAP 4 mg/L, tiamina Tmg/L, mioinositol 0,1g/L,
agar 8 g/L, para Dioscorea alata. Para Dioscorea rotun-
data se prepararon medios con las sales de Murashi-
ge y Skoog (MS) (1962), carb6n activado 1g/L, ANA
0.1 mg/L, BAP 0.3 mg/L, tiamina 1.0 mg/L, mioinositol
0.1g/L, y agar 8g/L. El medio se modificé con distin-
tas concentraciones de sacarosa (%), manitol (%) y
sorbitol (%) de forma individual y combinada. Con-
formando los siguientes tratamientos: T1 (3:0:0); T2
(0:1,5:0); T3 (0:0:2); T4 (0:1,5:2); T5 (0:0:1); T6 (0:0:3);
T7 (0:1,5:1); y T8 (0:1,5:3). Se ajusté el pH del medio
de cultivo a 5,8, luego se disolvié el agar durante 10
min. en una plancha de calentamiento y se distribuyo
en frascos de 182 cm?, a razén de 20 ml por frasco.
Finalmente se esterilizé en autoclave (Sterilof®), du-
rante 20 min a 15 Psi y 121 °C de temperatura. Los
medios se mantuvieron durante 7 dias (maximo), antes
de su uso para descartar cualquier contaminacion de
los mismos. Los medios de los diferentes tratamientos
se sembraron en condiciones de asepsia en cabina de
flujo laminar horizontal (Astrocel®).

Evaluacion de la conservacion

Se evaluaron cada 30 dias, y en un periodo de 8 meses
las siguientes variables.

— Longitud del tallo (se midié en centimetros con una
regla milimetrada, desde la base del explante hasta
el dltimo nudo).

— Longitud de la raiz mas larga. (cm).
— Ndmero de nudos por explante.
— Nudmero de raices.

— porcentaje de hojas verdes expandidas (nimero de
hojas expandidas/nimero de hojas totales).

— Porcentaje de hojas muertas (nimero de hojas
muertas/ndmero de hojas totales).

— Porcentaje de callo. (nimero de plantas in vitro que
generaron callo/ nimero de plantas totales)

— Porcentaje de oxidacion. (nimero de plantas in vitro
con oscurecimiento en el tejido/ nimero de plantas
totales). Se evalu6 por observacion visual.

— Porcentaje de Supervivencia. (nimero de plantas in
vitro vivas/ ndmero de plantas totales), Estrada et
al. (2009).

Disefio y andlisis estadistico

Esta investigacion se realizé bajo un disefo completa-
mente al azar (DCA), formado por 8 tratamientos, con
3 repeticiones y 8 réplicas. A los datos obtenidos se
les aplicaron las pruebas de normalidad (ShapiroWilk)
y homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual,
aquellas variables distribuidas de forma normal y ho-
mogénea fueron sometidas a un andlisis de varianza
(ANOVA), seguido de la prueba de comparacién mdilti-
ples de medias Tukey (a.: 0.05), mientras que en caso
contrario se realizo la prueba no paramétrica de Krus-
kal Wallis. Todos los analisis estadisticos se procesa-
ron en el programa R para Windows. (De Mendiburu,
2012).

Resultados y discusién

Experimento 1: Efecto del manitol y sorbitol en la
conservacion in vitro de Dioscorea alata.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
permiten afirmar que el uso de los diferentes agentes
osmoticos afecta la supervivencia in vitro de la especie
D. alata. En este sentido, no es aconsejable el uso indi-
vidual de manitol en el medio de cultivo de esta espe-
cie ya que ocasiona la muerte de todos los explantes.
Posiblemente esto se deba a una baja disponibilidad
de nutrientes y de carbono, debido a la poca absor-
cion de agua por parte de la planta por la reduccion
del potencial hidrico del medio de cultivo, producto
de la adicion de dicho osmorregulador. Este fenéme-
no ha sido observado por Cardenas y Villegas (2002),
quienes encontraron que el uso de manitol como os-
morregulador genera potenciales osméticos mas nega-
tivos en comparacion al sorbitol (tabla 1).
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Tabla 1. Porcentajes de supervivencia, hojas expandidas, muertas, callo y oxidacién en Dioscorea alata a los 8 meses de

conservacion in vitro.

Trat Supervivencia Hojas Hojas Callo Oxidacion
(%) expandidas (%) muertas (%) (%) (%)
T 91,07 ab 85,25 ab 5,98 abc 0,00 0,00
T 0,00 ¢ ;
T 90,48 ab 72,06 b* 15,98 a 0,00 0,00
T 100,00 a* 95,83 a 0,35 c* 0,00 0,00
Ts 75,00 b 85,43 ab 11,65 a 0,00 0,00
Te 100,00 a* 88,00 ab 6,91 ab 0,00 0,00
T, 62,50 bc 83,47 b* 3,08 bc 0,00 0,00
Ts 76,19 bc 82,34 b* 4,52 abc 0,00 0,00
TEST Kruskal Kruskal Kruskal No aplica No aplica

Leyenda: porcentajes con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05, Donde (*): atributo deseable para la conservacién

invitro 'y (-) valor ausente debido a la muerte de los explantes.

T1: Sacarosa 3%

T2: Manitol 1,5%

Ts: Sorbitol 2%

Ta: Manitol 1,5% + Sorbitol 2%

Ts: Sorbitol 1%

Ts: Sorbitol 3%

T>: Manitol 1,5% + Sorbitol 1%

Ts: Manitol 1,5% + Sorbitol 3%

Por otra parte, el uso de sorbitol (3%) o la combina-
cion manitol-sorbitol (1,5-2%), permiten alcanzar las
mayores tasas de supervivencia, por lo cual es posible
asegurar la disponibilidad de este cultivo a quien lo
necesite. La explicacion a este fendmeno estd asocia-
da a la capacidad del sorbitol de generar un estrés os-
motico menos severo que otros osmorreguladores y a
su utilidad como fuente de energia para los explantes
(tabla 1).

Al evaluar el porcentaje de hojas expandidas, se en-
contré que esta variable responde de forma diferente
a los tratamientos empleados, siendo Ts, T; y Ts, quie-
nes obtuvieron los menores valores. Asimismo, tam-
bién se observaron diferencias en cuanto al tamafo de
las hojas, siendo las generadas por los medios de cul-
tivo con sacarosa y sorbitol de mayor tamano que las
obtenidas cuando se empleé manitol, probablemente
esto se deba a la falta de nutrientes para el desarrollo
de estas estructuras (tabla 1).

Con respecto a la senescencia foliar, el uso de la com-
binacion manitol-sorbitol (1,5-2%), resulta ser la mas
apropiada, ya que la aparicién de tejido foliar muerto
es casi nula, debido posiblemente al desarrollo limita-
do que tienen los explantes creciendo en estas con-
diciones. Adicionalmente, se debe tener en cuenta el
efecto potenciador del sorbitol sobre la necrosis del
tejido foliar, especialmente cuando se usa individual-

mente. Resultados similares fueron obtenidos por Car-
mona, et al. (2013), quienes encontraron que el uso
de la combinacion manitol-sorbitol, previene la senes-
cencia foliar en las plantas in vitro de Dioscorea alata.

Por otro lado, en la presente investigacion se encon-
tré que el uso de diferentes osmorreguladores no pro-
mueve la oxidacion, tampoco la aparicion de tejido
celular desorganizado (callo) en el explante (tabla 1).

Tal como lo muestra la tabla 2, la longitud del tallo
varia dependiendo de la fuente de carbono utilizada,
siendo los tratamientos T, y Ts los que presentan el
menor desarrollo, en este sentido se evidencia el efec-
to de la interaccion entre el manitol y sorbitol, la cual
provoca una reduccion considerable en el desarrollo
del explante, dando lugar a plantas “enanas”, caracte-
rizadas por poseer tallos y hojas pequenas, asi como
nudos muy cerca unos de otros. Este fenémeno es el
resultado de la interaccion del genotipo de la planta
con un azucar inerte como lo es el manitol en conjun-
to con un azdcar medianamente metabolizable como
lo es el sorbitol. Estos resultados no coinciden con los
obtenidos por Borges et al., (2009), quien encontré
que el uso de manitol no afecta de forma significativa
la longitud del tallo durante la conservacion in vitro de
la especie Dioscorea alata clon caraqueno.
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Tabla 2. Longitud del tallo, ndimero de raices, longitud de raizy nimero de nudos en Dioscorea alata a los 8 meses de conservacién

in vitro.
Trat Longitud Niamero Longitud Nidmero
tallo (cm) raices raiz (cm) nudos
T 2,46 a 4,94 bc 6,86 a 8,24
T 1,64 a 5,47 abc 3,89b 7,52
Ta 0,94 bc 8,63 a 3,73 b 7,78
Ts 1,12 b 3,60 c* 3,87 b 5,78
Te 2,53 a 5,23 abc 5,06 ab 7,63
T, 0,78 c* 7,78 ab 1,45 c* 5,78
Ts 0,75 c* 8,48 ab 1,36 c* 6,54
TEST Kruskal Tukey Tukey Tukey

Leyenda: porcentajes con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05, Donde (*): atributo deseable para la conservacién

in vitro.

Ti: Sacarosa 3%

Ts: Sorbitol 2%

T Manitol 1,5% + Sorbitol 2%

Ts: Sorbitol 1%

Te: Sorbitol 3%

T-: Manitol 1,5% + Sorbitol 1%

Ts: Manitol 1,5% + Sorbitol 3%

Asimismo, el nimero de raices en esta especie varia
dependiendo del osmorregulador utilizado, siendo el
uso de sorbitol a bajas concentraciones quien provoca
el menor desarrollo de esta variable, lo cual es acon-
sejable para la conservacion in vitro, ya que permite
restringir la absorcion de nutrientes por parte del ex-
plante. No obstante, al emplear concentraciones de
sorbitol por encima del 1%, en forma individual o com-
binada, se produce un gran niimero de raices.

En este sentido, aunque el uso de sorbitol en conjunto
con manitol, genera el mayor nimero de raices, estas
se caracterizan por ser de tamafo pequefo, posible-
mente porque la planta necesita aumentar la cantidad
de estructuras encargadas de absorber los nutrientes

A

del medio, para suplir las necesidades de su metabo-
lismo, de esta manera, los explantes en estos trata-
mientos “prefieren” incrementar el nimero de raices
aunque su tamano sea muy reducido.

Por otra parte, los resultados encontrados muestran
que el uso de diferentes fuentes de carbono no afecta
la formacién de nudos en la especie Dioscorea alata,
a los 8 meses de conservacion in vitro. Estos resulta-
dos coinciden con los encontrados por Borges et al.,
(2009).

Con base a lo anteriormente expuesto, es posible afir-
mar que la especie Dioscorea alata responde de forma
mas adecuada al tratamiento T4, es decir, que el uso

B

Figura 1. Aspecto de las plantas de Dioscorea alata a los 8 meses de conservacién in vitro. a) plantas en medio de sacarosa 3% (ba-
rra= 8,5cm). b) plantas en medio de manitol-sorbitol (1,5-2%) (barra= 8,5cm).
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combinado en el medio de cultivo de manitol-sorbitol
permite la conservacion in vitro de esta especie du-
rante 8 meses, ya que este tratamiento posee la ma-
yor tasa de supervivencia y el menor porcentaje de
senescencia foliar, ademas de presentar un desarrollo
restringido en el resto de sus variables (figura 1).

Experimento 2: Efecto del manitol y sorbitol
en la conservacion in vitro de Dioscorea rotundata

Los resultados encontrados en este ensayo muestran
que la tasa de supervivencia en la especie Dioscorea
rotundata se ve afectada por el uso de diferentes os-
morreguladores, siendo los tratamientos Ty, Ts, T4y T7,
quienes presentan los mayores valores y por tanto son
considerados adecuados para la conservacion in vitro
de esta especie. Ademas, se debe tener en cuenta que
el uso individual de manitol en el medio de cultivo re-
sulta ser inadecuado, ya que en estas condiciones la
tasa de supervivencia es demasiado baja. Estos resulta-
dos no coinciden con los reportados por Carmona et
al. (2013), quien encontré que la tasa de supervivencia
de la especie Dioscorea rotundata no se ve afectada
por el uso de diferentes reguladores osmaticos, espe-
cialmente al emplear manitol. Una posible explicacion
a este fendmeno puede estar relacionada con el geno-

tipo del material vegetal empleado, ya que pertenecen
a cultivares diferentes.

Por otro lado, los resultados obtenidos evidencian que
el porcentaje de hojas expandidas y muertas también
varia con relacion al tipo de fuente de carbono utili-
zada, en este sentido el uso de la combinacién mani-
tol-sorbitol genera valores reducidos de esta variable,
evidenciando asi un retraso en el crecimiento y desa-
rrollo de los explantes.

Asimismo, la evaluacion de la senescencia foliar en las
plantas indico que las combinaciones manitol-sorbitol,
son adecuadas para la conservacion in vitro, siempre
y cuando no se utilicen altas concentraciones de sor-
bitol (superiores al 2%), ya que en ambos ensayos la
presencia de sorbitol suele estar asociada a altos por-
centajes de senescencia foliar. Resultados similares
fueron encontrados por Carmona et al. (2013).

Con respecto a los porcentajes de oxidacion vy callo,
se encontraron resultados similares a los presentados
por Dioscorea alata, es decir, no se evidencio un efec-
to significativo en la aparicién de estas caracteristicas
al emplear diferentes fuentes de carbono.

Los resultados obtenidos muestran que la reduccion
en el crecimiento del tallo puede lograrse mediante
el uso de la combinacién manitol-sorbitol, o la apli-

Tabla 3. Porcentajes de supervivencia, hojas expandidas, muertas, callo y oxidacién en Dioscorea rotundata a los 8 meses de

conservacion in vitro.

Trat Supervivencia Hojas Hojas Callo Oxidacion
(%) expandidas (%) muertas (%) (%) (%)
T 100,00 a* 94,95 ab 1,39 bc* 4,17 0,00
T, 33,33 ¢ 83,83 abc 0,00 ¢ 0,00 0,00
Ts 100,00 a* 93,70 ab 1,53 be* 0,00 0,00
Ta 100,00 a* 75,70 bc 1,04 be* 0,00 0,00
Ts 86,31 b 8,06 a 0,40 bc* 0,00 0,00
Te 91,67 ab 79,50 bc 6,14 a 0,00 0,00
T, 100,00 a* 69,53 c* 2,49 ab 0,00 0,00
Ts 95,83 ab 72,60 c* 0,55 bc* 0,00 0,00

TEST Kruskal Kruskal Kruskal Kruskal No aplica

Leyenda: porcentajes con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05, Donde (*): atributo deseable para la conservacién

in vitro.

T+: Sacarosa 3%

T2: Manitol 1,5%

Ts: Sorbitol 2%

T Manitol 1,5% + Sorbitol 2%

Ts: Sorbitol 1%

Te: Sorbitol 3%

T7: Manitol 1,5% + Sorbitol 1%

Ts: Manitol 1,5% + Sorbitol 3%
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Tabla 4. Longitud del tallo, ndmero de raices, longitud de raiz y nimero de nudos en Dioscorea rotundata a los 8 meses de
conservacién in vitro.

Trat Longitud Namero Longitud Nidmero
tallo (cm) raices raiz (cm) nudos
T, 2,15a 537 a 6,40 a 5,75
T 1,17 ab* 1,67 bc 1,48 c 4,51
Ta 1,24 ab* 1,45 cd* 1,39 ¢ 5,49
Ts 2,17 a 2,37 ab 2,40 ab 5,96
Te 1,84 ab* 2,26 ab 2,28 b 6,36
T, 1,17 ab* 1,33 cd* 0,70 d* 4,65
Ts 1,10 ab* 1,92 be 1,69 ¢ 5,24
TEST Tukey Kruskal Kruskal Tukey

Leyenda: porcentajes con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05, Donde (*): atributo deseable para la conservacién
in vitro.

T:: Sacarosa 3% T2: Manitol 1,5% Ts: Sorbitol 2%
T.: Manitol 1,5% + Sorbitol 2% Ts: Sorbitol 1% Te: Sorbitol 3%
T7: Manitol 1,5% + Sorbitol 1% Ts: Manitol 1,5% + Sorbitol 3%
A B
C

Figura 2. Aspecto de las plantas de Dioscorea rotundata a los 8 meses de conservacién in vitro. a) plantas en medio de sacarosa 3%
(barra= 8,5cm). b) plantas en medio de manitol-sorbitol (1,5-2%) (barra= 8,5cm). ¢) plantas en medio de manitol-sorbitol (1,5-
1%) (barra= 8,5cm).
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cacion de sorbitol en concentraciones superiores al
1%, asimismo es posible alcanzar una reduccién con-
siderable en la formacién y elongacién de raices me-
diante el uso de dicha combinacién, por tanto, estas
condiciones son aconsejables para la conservacion in
viro de esta especie, es decir, los tratamientos T4 y T.
Adicionalmente, los resultados indicaron que no existe
un efecto significativo en la formacion de nudos en la
plantas in vitro al emplear diferentes osmorreguladores
en el medio de cultivo.

Finalmente, al tener en cuenta los planteamientos an-
teriormente mencionados es posible afirmar que los
tratamientos Ty Ts4, son los mas adecuados para la
conservacion in vitro de la especie Dioscorea rotun-
data, ya que permiten reducir significativamente su
crecimiento y desarrollo en cuanto a las variables de
longitud de tallo y raiz, asi como también en el nimero
de raices, manteniendo tasas altas de supervivencia y
un porcentaje minimo de senescencia foliar (figura 2).

Conclusién

Finalmente podemos concluir que el medio compues-
to por sales (MS) + manitol 15 g/L + sorbitol 20 g/L +
carbon activado 2 g/L + tiamina Tmg/L + mioinositol
0,1g/L + agar 8 g/L permiten de manera efectiva la
conservacion de plantas in vitro a partir de segmentos
uninodales de Dioscorea alata suplementados con 4
mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA y Dioscorea rotunda-
ta suplementado con 0.3 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de
ANA, durante 8 meses con altos porcentajes de super-
vivencia, bajos porcentajes de senescencia foliar, evi-
denciando un desarrollo restringido en plantas in vitro.
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Viabilidad de una bacteria lactica encapsulada e incorporada
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Resumen

Se evalud la viabilidad durante el almacenamiento de Weissella confusa incorporada en una matriz de cobertura de choco-
late. La bacteria probidtica se encapsulé empleando tres materiales de pared, gel de Aloe vera, gel Aloe vera + Almidén al
10 % y gel de Aloe vera + Almidén al 15 % y células libres como control. Posteriormente se liofilizé. La bacteria probidtica
encapsulada, se incorporé en una matriz de cobertura de chocolate. Los chips se empacaron y almacenaron durante 5
semanas a 4 °C, cada semana se midieron cambios en la viabilidad de la bacteria probidtica y en la actividad de agua. En
la quinta semana, los chips se sometieron a condiciones simuladas de jugos intestinales. Durante el almacenamiento los
chips mantuvieron su caracter probidtico (>10° UFC/g), sin embargo, cuando la bacteria probiética se encapsulé en gel
aloe vera, se obtuvo mayor nimero de bacterias probiéticas vivas dentro de la matriz sélida (2,1x108 UFC/g). La actividad
de agua vari6 de 0,470 a 0,810. La bacteria probidtica permanecio viva por 2 horas en medios simulados de jugos intes-
tinales, lo cual ratifica que la matriz sélida y los medios de encapsulaciéon seleccionados son adecuados para el desarrollo
de productos sélidos probidticos ricos en grasa vegetal.

Palabras clave: probidtico, chip, encapsulacion, Aloe, almidén, viabilidad celular.

Abstract

Viability during storage of Weissella confusa incorporated in a chocolate coating matrix was evaluated. Probiotic bacteria
was encapsulated using three wall materials, Aloe vera gel, Aloe vera gel + 10 % starch and aloe vera gel + 15 % starch and
free cells as control. Subsequently lyophilized. Probiotic bacteria encapsulated, was incorporated into a chocolate coating
matrix. The chips were packed and stored for 5 weeks at 4 °C, were measured weekly changes in viability of the probiotic
bacteria and water activity. In the fifth week, the chips were subjected to simulated conditions of intestinal juices. During
storage chips remained probiotic character (>10° CFU/g), however, if the probiotic bacteria are encapsulated in aloe vera
gel, the greater number of living probiotic bacteria was obtained within the solid matrix (2,1x10® CFU/g ). Water activity
ranged from 0.470-0,810. Probiotic bacteria remained alive for 2 hours in simulated intestinal fluid media, which confirms
that the solid matrix and the selected encapsulation means are suitable for the development of solid product rich in vege-
table fat probiotics.

Key words: probiotic, chip, encapsulation, Aloe, starch, cellular viability.
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Introduccién las mejores matrices para las bacterias probidticas son
La seleccién de matrices alimentarias adecuadas para los productos lacteos fermentados (Rivera y Gallardo,
incorporar probiéticos, es un factor importante que se 2010), sin embargo, se ha presentado demanda cre-
debe considerar en el desarrollo de alimentos probié- ciente de productos probiéticos no lacteos, por lo cual
ticos (Ranadheera et al, 2010). Se ha reportado que los probidticos se estan incorporando en matrices sé-
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lidas y liquidas, y estan siendo comercializados como
suplementos en forma de pellets, capsulas y liofiliza-
dos (Ranadheera et al., 2010; Rivera y Gallardo, 2010).

En el disefo de éstos nuevos productos probidticos
se deben tener en cuenta ademas, la viabilidad del mi-
croorganismo dentro de la matriz alimentaria y su acti-
vidad funcional (Jankovic et al, 2010; Da Silva, 2011).
La inclusién de microorganismos probidticos en una
matriz de alimento seco tendria muchas ventajas en
comparacién a matrices liquidas (Ouwehand et al.,
2004). Sin embargo, para que la matriz sélida probioti-
ca tenga efectos benéficos en la salud humana, es ne-
cesario asegurar que las bacterias se mantengan vivas
durante el almacenamiento del producto, y que una
vez consumido el producto, los microorganismos pro-
bidticos resistan el paso por el sistema gastrointestinal
(Burgain et al.,, 2011).

Una alternativa para incrementar la eficacia de los pro-
bidticos es incorporarlos en matrices alimentarias que
proporcionen protecciéon (Possemiers et al, 2010);
se han mostrado desarrollos en la incorporaciéon de
probidticos en matrices basadas en chocolates como
mousse, torta y barras de chocolate (Aragon et al,
2007; Malmo et al, 2011; Possemiers et al, 2010),
mostrando que el chocolate es un buen vehiculo para
la incorporacién de probidticos, debido a su conteni-
do en lipidos y carbohidratos. Uno de los sucedaneos
del chocolate es la cobertura de chocolate y una de
sus formas mas comunes es el chip, que se emplea en
la elaboracion de galletas, helados y tortas frias, por lo
que resulta innovador vehiculizar a los probiéticos en
esta matriz.

Weisella confusa es una bacteria acido lactica, que en
la actualidad se le considera con potencial probiético
ya que presenta actividad antimicrobiana contra dife-
rentes microorganismos patogenos (Nam et al., 2002;
Serna et al,, 2010; Ayeni et al,, 2011; Lee et al.,, 2012).
De igual manera, se ha encontrado que el aloe vera
es un material de pared promisorio para encapsular
ésta bacteria lactica (Serna et al, 2012). Por lo ante-
rior, el objetivo de este trabajo fue evaluar durante
el almacenamiento, cambios en la viabilidad del mi-
croorganismo probidtico, y cambios en la actividad de
agua de chip probiéticos elaborados con cobertura de
chocolate y con la bacteria acido lactica Weissella con-
fusa, encapsulada en diferentes materiales de pared.
Ademas, determinar la resistencia del microorganismo
probiético bajo condiciones simuladas de jugos intes-
tinales.

Materiales y métodos

Bacteria probiética

Se utiliz6 una cepa crioconservada de la bacteria aci-
do lactica Weissella confusa, la cual se aisl6 en estudios
previos de Serna et al. (2010). Para obtener la cantidad

necesaria de bacterias se realizaron fermentaciones
en discontinuo, utilizando como sustrato de fermen-
tacion caldo MRS (Scharlau Espafa) (De Man et al.,
1960), al cual se le adicion6 40 gL' de glucosa como
fuente de carbono. El sustrato se inocul6 con el 10 %
de caldo previamente inoculado con respecto al volu-
men del sustrato. Se realizaron 4 fermentaciones en
erlenmeyer de 1000 ml, los cuales permanecieron agi-
tados elipsoidalmente a 100 rpm, por 6 horas, a 37 °C
(equipo Incubating Orbital Shaker model 50001, USA).
Transcurrido el tiempo de fermentacion se separaron
las bacterias, centrifugando el fermentado a 4480 x g
(Eppendorf AG, Alemania). El sobrenadante se descar-
to y el precipitado se lavé con 5 ml de NaCl al 0,9 %
y se centrifugd por 5 min a 4480 x g. El precipitado se
lavé nuevamente con 10 ml de agua destilada estéril,
se centrifugd por 5 min a 4480 x g y se descarto el so-
brenadante. Posteriormente, las bacterias probidticas
se encapsularon.

Encapsulacion de las bacterias probiéticas

Se utiliz6 gel de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) y
almidon comercial (Industrias del maiz AMISOL 2143,
Colombia) a dos concentraciones 10 y 15 % como
materiales de encapsulacion (mejores resultados de
encapsulacion no documentados). El gel de aloe vera
se someti6 a tratamiento térmico a 65 °C durante 15
min en un bano termostatado (Julabo 13A, Alemania),
y se almacené en refrigeracion a 4 °C. El almidén al
10% y al 15% se utiliz6 combinado con aloe vera en
proporcion de 1:1. Las bacterias probidticas obtenidas
por fermentacién, en concentracion de 10" UFC/g,
se mezclaron en relaciéon 1:4 con los materiales de
encapsulacion. A las bacterias encapsuladas en aloe
vera se les designé tratamiento AV, encapsuladas en
aloe vera+almidon al 10% (AA10%) y encapsuladas en
aloe vera+almidon al 15 % (AA15 %). Posteriormente
las bacterias encapsuladas se liofilizaron (Eyela FDU
1100, Japdn) (congelacion a -20 °C, presion de vacio
de 2 Pa y temperatura en el condensador de -60 °C,
temperatura de secado 25 °C). Como tratamiento con-
trol se utilizé la bacterias probidtica (W. confusa) no
encapsulada, diluida en agua destilada estéril (CL). El
control CL se liofilizé en las mismas condiciones des-
critas anteriormente.

Preparacion y almacenamiento de chip de cobertura
de chocolate probidtico

Se empled cobertura de chocolate negro (Nacional
de Chocolates, Colombia) con un contenido de grasa
de 37 g/100g. La cobertura de chocolate se fundié
a 48 °C y se atemper6 a 30°C. Posteriormente, a la
cobertura de chocolate fundida se le adiciond, por
separado, los tratamientos AV, AA10, AA15 y CL, se
homogenizaron manualmente. La mezcla se vertié en
moldes de PET (calibre 15) para chip de 6 mm de dia-
metro, los chips se solidificaron a una temperatura de
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4 °C, se desmoldaron y se empacaron en bolsas de
poliamida, laminada con polietileno de baja densidad,
con permeabilidad de 4,4 - 4,9 g/m?/h/atm. Los chips
probidticos se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. La
temperatura de 4°C se seleccioné ya que los chips son
ampliamente utilizados para la fabricacion de tortas re-
frigeradas, postres, helados, entre otros.

Determinacion de la viabilidad
de las bacterias probidticas

La viabilidad de las bacterias probidticas se midié inme-
diatamente después del proceso de liofilizacion, y cada
semana chips durante el almacenamiento (5 semanas).

Para determinar el nimero de bacterias vivas en cada
tratamiento, en frascos de dilucion se tomoé 1 g de
chips de cada tratamiento (o 1 g del tratamiento con-
trol) y 9 ml de agua peptona al 0,1 % previamente
atemperado a 48 °C, se agitaron durante 1 minuto en
vortex (Reidolph Reax control, Alemania), con el fin
de liberar las bacterias de su material de encapsula-
cion. Posteriormente, se realizaron diluciones decima-
les empleando agua peptona al 0,1 %, las muestras se
sembraron a profundidad en agar MRS, el conteo se
realizo después de 48 h de incubacién a 37 °C. Se con-
taron las cajas que contenian entre 30 y 300 colonias
y el recuento de células vivas se expresé en UFC g

La viabilidad de los microorganismos probidticos se
determiné con la ecuacién 1:

% Viabilidad = (Ec. 1)
NO
Donde, para la encapsulacion: No es el nimero de
bacterias vivas por gramo antes del proceso de encap-
sulacién, y N: es el nimero de bacterias vivas por gra-
mo después de la encapsulacién.

Para la liofilizacion, No es el nimero de bacterias vivas por
gramo después de la encapsulacion, y N: es el nimero
de bacterias vivas por gramo después de la liofilizacion.

Para el almacenamiento: No en el recuento de bacte-
rias vivas en el momento de la elaboracién de los chips
probioticos y N: es el nimero de bacterias vivas por
gramo en cada semana de almacenamiento.

Actividad de agua (aw)

Durante el almacenamiento se midi6 la actividad de
agua de los chips probiéticos, empleando un medidor
de actividad de agua (Agualab Model Serie 3 TE, USA)
a temperatura de 25 °C.

Resistencia de la bacteria probiética a jugos
intestinales simulados

La mayor composicion en nutrientes de los chips de
chocolate es la grasa vegetal. El proceso de absorcion

de grasas, se realiza principalmente en el intestino
delgado, dénde intervienen la bilis y las lipasas pan-
credticas, ambos compuestos con pH alcalino (Cueto
y Aragén, 2012), por lo cual, después de 5 semanas
de almacenamiento, los diferentes tratamientos se
sometieron a medios simulados de jugos intestinales
empleando la metodologia modificada de Malmo et
al, 2011. Los jugos intestinales (JI) se prepararon con
sales biliares al 4,5% (p/v) (Sharlau, Barcelona, Espana)
y se ajustaron a pH 8,0 con NaOH 0,1 mol/L estéril.
La solucién se esterilizé por filtracion utilizando una
membrana de 0,22 um. Los chips probidticos se mace-
raron, y 0,5g de chips se agregaron a 45 ml de la so-
lucién JI, se llevaron a agitacion elipsoidal (80 rpm) en
un shaker (Incubating Orbital Shaker, VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA) por 2 horas a 37 °C. La viabilidad
de la bacteria probidtica se midié en el momento de
mezclar los chips con Jl y a las 2 horas. La viabilidad se
midi6 de la misma forma descrita arriba.

Diseiio experimental

Para evaluar durante el almacenamiento de los chips
probidticos, el efecto de los materiales de encapsula-
cién sobre la viabilidad del probidtico, y la aw del pro-
ducto, se utilizé un diseno unifactorial con medidas
repetidas en el tiempo. Como factor se utiliz6 material
de encapsulacion de la bacteria probidtica con tres
niveles (AV, AA10 % y AA15 %). Las variables de res-
puesta fueron la actividad de agua y el porcentaje de
viabilidad del probidtico. Las variables de respuesta se
midieron en 6 tiempos (0, 1, 2, 3, 4 y 5 semanas de al-
macenamiento). Se realizé una prueba de Tukey para
diferencias entre medias con un nivel de significancia
del p-valor < 0.05 y los datos se analizaron a través del
software SAS version 9.3. Adicionalmente se midi6 la
viabilidad del probiético después de la liofilizacion, en
los tres tratamientos AV, AAT0 % y AA15 % y después
de que cada tratamiento se sometié dos horas a jugos
intestinales.

Resultados y discusién

Viabilidad de la bacteria probiética después
de la liofilizacién en los tratamientos AV, AA10%
y AA15%

El tratamiento AV presentd el mayor porcentaje de
bacterias probidticas vivas, después del proceso de
liofilizacion (tabla 1). Estos resultados coinciden con
los reportados por Abadias et al. (2001), quienes eva-
luaron la viabilidad de Candida sake, al recubrirla con
diferentes materiales protectores durante la liofiliza-
cion, obteniendo viabilidades del 0,2 % cuando em-
pleé una concentracion de glucosa y fructosa al 1 % y
una viabilidad del 1 % cuando se empleé una solucién
de galactosa al 1 %.
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Una explicacion a la disminucion drastica de la viabi-
lidad durante la liofilizacion se le puede atribuir a la
formacion de cristales de hielo durante el proceso de
congelacion, los cuales causan dafo en la membrana
celular de las bacterias (Homayouni et al., 2008), se su-
man a ésta, la baja solubilidad del almidén y la posible
nucleacion y separacion de fases (cristalizacion) de los
azucares del aloe vera (Pehkonen et al, 2007), ya que
la cristalizacion del azicar desactiva la interaccion en-
tre el azdcar y las estructuras celulares, interaccién que
se cree provee una proteccion adicional a las células
(Crowe et al.,, 1998 citado por Foerst et al, 2011 ).

Tabla 1. Porcentaje de viabilidad del probiético (W.
confusa) después del proceso de liofilizacién, y recuento
inicial del probidtico una vez se ha incorporado al
chocolate.

Células en chocolate
(UFC/g)
2,8x109 £ 4,24x107

Tratamiento | % Viabilidad

cL 0,084 + 0,010

AV 1,184 £ 0,110
AAT0 0,183 + 0,065
AAT5 0,005 + 0,001

4,2x108 + 1,41x106

2,8x107 + 4,24x105

1,0x106 + 4,24x104

Viabilidad de la bacteria probiética en chips de cobertura
de chocolate durante el almacenamiento

En la primera semana de almacenamiento se presen-
taron diferencias significativas (p <0.0001) entre trata-
mientos (figura 1). El tratamiento CL presentd la mayor
viabilidad, seguido por los tratamientos AV, AA15 y
AAT10.

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de Weissella confusa en chips
de chocolate, almacenados durante 5 semanas.

Las letras mayusculas indican diferencias significativas
(p < 0.0001) para un mismo tratamiento durante el
tiempo evaluado. Las letras mindsculas indican dife-
rencias significativas (p < 0.0001) entre diferentes tra-
tamientos una misma semana.

El comportamiento de CL a la primera y segunda se-
manas de almacenamiento indica que la cobertura
de chocolate es una matriz alimentaria que por si sola
provee proteccion inicial a las células (Nebesny -et
al, 2007; Aragon et al., 2007). Sin embargo a la ter-
cera semana de almacenamiento, el tratamiento CL,
presenté un descenso drastico en la viabilidad. Este
comportamiento se podria explicar porque la grasa
presente en la cobertura de chocolate (37 g/100 g)
proporciona proteccion a la bacteria probidtica, evi-
tando que las células sean expuestas al agua (presente
en la cobertura de chocolate y en el espacio de cabeza
del empaque) y evitando factores de estrés como el
que producen los iones H+ (Lahtinen et al., 2007), sin
embargo es posible que al transcurrir el tiempo de al-
macenamiento las capas de grasa de la matriz formen
grietas por donde el agua puede migrar directamente
(Weinbreck et al, 2010). Otras causas atribuibles al
descenso en la viabilidad del probiético pueden ser las
reacciones de deterioro de la cobertura de chocolate
como la oxidacién de los fitoesteroles, lo cual puede
generar varios tipos de hidroxi, epoxi, ceto y derivados
de triol (Botelho et al, 2014), los cuales tienen acti-
vidad antimicrobiana (Brudzynski, 2006). Ademas, los
sucedaneos del chocolate, como la cobertura de cho-
colate contienen polifenoles, que provienen del cacao
y ejercen efectos antimicrobianos (Possemiers et al.,
2010), con la consecuente pérdida de viabilidad.

En la figura 2 se presenta el recuento de células du-
rante 5 semanas de almacenamiento. Para todos los
tratamientos la concentracion final de células estuvo
en el rango donde se considera al alimento como pro-
bidtico (10° - 107 UFC/g) (Krasaekoopt et al., 2003),
concentraciones recomendadas para el consumo de
alimentos probiéticos (FAO/WHO, 2001). Los produc-
tos que contienen probidticos, deben almacenarse en
refrigeracion para mantener una alta viabilidad. El pe-
riodo de expiracion para estos productos, ya sea jugo
o barra, es mas corto que en productos sin probidticos
(Christopher et al., 2009).

Figura 2. Recuento de W. confusa en los diferentes tratamien-
tos evaluados durante 5 semanas de almacenamiento a 4°C.
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Los chips se empacaron en un empaque con permea-
bilidad alta a vapor de agua (4,4 - 4,9 g/m?/h/atm), por
lo cual presentaron aumento sustancial de la aw duran-
te las 5 semanas de almacenamiento (figura 3), en un
promedio de 0,6 a 0,8. Esto se puede explicar por un
fendmeno que le ocurre al chocolate llamado crista-
lizacion (llamado también “Bloom”), donde se libera
agua y la actividad de agua podria aumentar (Vercet,
2003), este aumento en la actividad de agua podria
tener incidencia en la textura del chip. Katz y Labuza
(1981) muestran que un incremento en la actividad de
agua de 0.4 a 0.45, podria inducir a una pérdida de
dureza en alimentos con bajo contenido de humedad,
ademas de proliferacion de hongos y levaduras, que
influyen en el deterioro del alimento (Beuchat, 2002).

Figura 3. Actividad de agua de chips de cobertura de cho-
colate durante el almacenamiento a 4°C en un empaque de
poliamida con permeabilidad de 4,4 - 4,9 g/m?/h/atm.

Uno de los criterios importantes para la seleccion de
un probidtico es su capacidad de sobrevivir a condi-
ciones de estrés causado por bajo o alto pH (Cook et
al,, 2012); este es el caso del tracto gastrointestinal. En
la tabla 2, se presentan el nimero de microorganismos
probiodticos que lograron sobrevivir en los chips de
chocolate, después de 5 semanas de almacenamiento
y después de estar sometidos a 2 horas en un siste-
ma simulado de jugos intestinales (pH 8,0). Todos los
tratamientos presentaron tolerancia a las sales biliares,
presentando reducciones, iguales o menores, de una
unidad logaritmica. Este mismo comportamiento se
presenté en los resultados de Lee et al. (2012) quienes
mostraron reduccion de 1 unidad logaritmica (5,6x10'
a 7,2x10° UFC/g) al evaluar el mismo microorganismo
(W. confusa) en las mismas condiciones del presente
estudio. La concentraciéon empleada en este estudio
(0,3 % de sales biliares) se considera que es una con-
centracion critica utilizada para la seleccion de cepas
resistentes (Gilliland et al, 1984). Se conoce que las
grasas son moléculas hidrofébicas que necesitan la ac-
cion de sales biliares para su absorcion, ya que las sales
biliares presentan una region hidrofébica que interac-
tda con los globulos de grasa, y una region hidrofilica
que se orienta hacia el medio acuoso, permitiendo la
accion de enzimas como las lipasas pancredticas que

hidrolizan la grasa en acidos grasos y monoglicéridos
para su posterior absorcion en el intestino delgado,
de esta manera permitir la disminucién del colesterol
sérico (Manzano et al,, 2012). Tanto las sales biliares
como las lipasas son de pH alcalino, por lo cual con
los resultados se puede afirmar que tanto la matriz de
chocolate como el probiético W. confusa, son aptos
para el disefo de productos probiéticos en fase soli-
da ya que resisten el almacenamiento, y permanecen
vivos al paso por el intestino delgado. La resistencia al
paso de sales biliares es uno de los criterios para que
un producto se considere probiético.

Tabla 2. Recuento de W. confusa en chips de cobertura
de chocolate sometidos a sistema simulado de jugos

intestinales.
Tratamiento (UFC/g)
Tiempo
CL AV AA10 AA15
t=0 min 7,45x107 | 2,10x108 1,96x107 1,30x106
t=120 min | 8,15x106 | 1,34x108 | 4,90x106 1,28x106

Conclusiones

La cobertura de chocolate y la bacteria acido lactica W.
confusa, son idéneos para el desarrollo de productos
probidticos en matrices sélidas. Los chips de cobertura
de chocolate mantienen su condicion de probidticos
por lo menos durante 5 semanas ya que permanecie-
ron vivos mas de 10° microorganismos por gramo de
producto. La actividad de agua aumento para todos
los tratamientos, lo que sugiere, emplear un empaque
con menor transmisién de vapor de agua y almacenar
a condiciones de humedad relativa baja. La incorpora-
cién de W. confusa encapsulada y libre a una matriz de
cobertura de chocolate presenta resistencia al medio
intestinal, siendo los tratamientos AV y AA15 los que
presentan menor perdida de viabilidad.
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Resumen

El Inchi o Cacay (Caryodendron orinocense Karsten) es una de las especies mas promisorias de la Amazonia y la Orino-
quia colombiana. El principal producto del Cacay son sus almendras, de las que se extrae un aceite con aplicaciones
cosméticas, fitoterapéuticas y alimenticias, ademas presenta un alto contenido de antioxidantes como los Omega 3, 6y 9
y Vitaminas como la Ay E. No existen estudios sobre la caracterizacion molecular de este recurso fitogenético, por lo cual
el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la diversidad genética usando marcadores Microsatélites Amplificados al
Azar (RAMs). El andlisis de similitud al 0.50 formo cuatro grupos de acuerdo al sitio geogréfico, siendo los materiales proce-
dentes de Putumayo, Cacayal 19, Pauna y Castilla los de menor similitud. Los valores de heterocigosidad estimada fueron
de 0.16 y 0.28 para los cebadores CGA y GT, respectivamente. El porcentaje de loci polimérfico varié entre 55% para el
cebador CGA y el 90% para el GT. El valor de Fst promedio para los 27 materiales estudiados fue de 0.35, mostrando que
la dindmica espacio-temporal de los materiales de Caryodendron tienden hacia una diferenciacion genética, propio de sus
procesos evolutivos e incidencia de la domesticacion.

Palabras clave: cacay, marcadores moleculares, diversidad genética, flujo genético, domesticacién.

Abstract

The Inchi or Cacay (Caryodendron orinocense Karsten) is one of the most promising species of the Amazon and Orinoco
Colombian. The main product of Cacay are its almonds, from extracted oil cosmetic, phytotherapeutic and food applica-
tions, also has a high content of antioxidants such as Omega 3, 6 and 9 and vitamins like A and E. There are no studies on
the molecular characterization of this plant genetic resource; therefore the objective of this research was to characterize the
genetic diversity using Random Amplified Microsatellite markers (RAMs). The similarity analysis to 0.50 formed four groups
according to geographical location, being materials from Putumayo, Cacayal 19, Pauna and Castilla lowest similarity. Esti-
mated heterozygosity values were 0.16 and 0.28 for the primers CGA and GT, respectively. The percentage of polymorphic
loci ranged from 55% for the primer CGA and 90% for the GT. The average Fst value for the 27 materials studied was 0.35,
showing the space-temporal dynamics of materials Caryodendron tend toward genetic differentiation, due to their own
evolutionary processes and domestication incidence.

Key words: cacay, molecular markers, genetic diversity, genetic flow, domestication.
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Introduccién

El Inchi (Caryodendron orinocense K.), pertenece a la
familia Euphorbiaceae, de la cual hacen parte alrede-
dor de 60 géneros y cerca de 529 especies, siendo
una de las familias mas grandes y diversas dentro de
las plantas con flores (USDA, 2014). Es conocido en
diferentes partes del mundo como Metohuayo (Pert);
inchi, cacay, tacay (Colombia); cacay, hambi, mani de
arbol (Ecuador); palo de nuez, nuez de Barquisimeto
(Venezuela), Castanha do porco (Brasil). Es una espe-
cie originaria de la Amazonia occidental, y se encuen-
tra ampliamente distribuida en la cuenca amazédnica
en Colombia, Ecuador, Perd y Venezuela (Martinez,
1996). El cacay es un arbol que alcanza entre 15y 20
m de altura, es una especie rustica, de gran adaptabili-
dad a suelos acidos con altos contenidos de aluminio,
ademas se considera una de las especies mas promiso-
rias de la region Amazédnica y la Orinoquia colombia-
na (Jaramillo y Jaramillo, 2010).

La produccién promedio de arbol adulto es de 250
Kg/aho, lo que representa un ingreso familiar de
$200.000/afo (Diaz y Avila, 2002). El Inchi ademas
del uso que tiene su tronco como madera, el cuesco
como combustible y la nuez en alimento, su utilizacion
mas importante es la producciéon de aceite a partir
de la semilla, convirtiéndose en una excelente plan-
ta oleaginosa, compitiendo muy ventajosamente con
otras como la palma africana el cual es usado tanto
para consumo (Omega 3, 6 y 9) como para la elabo-
raciéon de cosméticos y productos farmacéuticos (Ba-
rrio, 2005; Jiménez y Bernal, 2002). El gran potencial
del inchi estd dado no sélo por la calidad de su aceite
sino por la torta, producto restante de la extraccion de
las semillas, la cual puede utilizarse en la alimentacién
animal, ya que contiene alto porcentaje de proteina
(43-46%) y minerales como el calcio y el fésforo (Ta-
mayo, 1963).

En cacay, existen pocos estudios acerca de su caracte-
rizacion morfoagronémica, sélo se reporta los realiza-
dos por el Sinchi por Avila y Cardenas (2000), quienes
evaluaron el germoplasma de cinco especies ama-
zo6nicas; igualmente se encuentran algunos estudios
preliminares realizados por Corpoica ain no publica-
dos. Teniendo en cuenta que el conocimiento de la
diversidad genética es necesario para la conservacion
y el mejoramiento genético de la especie, no se tienen
estudios de caracterizacién genética o molecular ni
siquiera en especies a fines como Caryodendron ama-
zonicum Ducke, Caryodendron angustifolium Stanley
y Caryodendron grandifolium. Dentro de la familia Fu-
phorbiaceae encontramos a el pifidn (Jatropha curcas
L.) y Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) como especies
productoras también de aceites de alta calidad, y en
las cuales se han desarrollado investigaciones enca-
minadas a la identificacion genética de los materiales
(Basha et al, 2007; Ganesh et al, 2008; Basha et al.,
2009; Jubera et al,, 2009; Pamidimarri et al, 2009 a y

b; Subramanyam et al., 2009; Cai et al., 2010; lkbal et
al, 2010; Vargas 2011; Corazon et al, 2009; Rodri-
guez etal, 2010).

Los marcadores moleculares conocidos como los
RAMs también conocidos como ISSR (Intersimple Se-
quence Repeat) son dtiles para medir la diversidad ge-
nética en plantas y animales, diferencia entre familias,
entre especies y al interior de la especie (Muhoz et
al., 2008), muestran la base misma de la variacion de
los individuos, permiten seleccionar regiones concre-
tas dentro de la molécula de ADN para estudios de-
terminados, el nimero de polimorfismos detectables
es tedricamente ilimitado y permiten analizar tanto la
informacion que se expresa como la que no lo hace
(Mahuku et al., 2002; Morillo, 2005). Esta metodologia
es factible para pequefos laboratorios en términos de
equipos y facilidades de costo, no requiere el cono-
cimiento previo de secuencias, no requiere el uso de
isétopos radioactivos. Los marcadores obtenidos por
los RAMs se pueden usar para estudios de poblacio-
nes (Hantula et al., 1997).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue ca-
racterizar la diversidad genética de Cacay (Caryoden-
dron orinocense K.) usando marcadores Microsatélites
RAMs para en un futuro poder proponer estrategias de
conservacion y mejoramiento genético de la especie.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron hojas jovenes de 29 arboles entre ma-
chos y hembras de Inchi (Caryodendron orinocense K.)
procedentes del departamento del Meta, en los muni-
cipios de San Juan de Arama, Lejanias, Cubarral, Gua-
mal, El Castillo, Restrepo y algunos materiales fueron
proporcionados por el vivero KAHAI S.A.S (tabla 1). Se
incluyé una mayor cantidad de plantas con érganos
sexuales femeninos o hermafroditas que aseguren una
alta produccion de frutos, asi como también de buenas
caracteristicas agronémicas y de adaptabilidad.

En la figura 1 se observa la distribucion espacial de los
arboles de Caryodendron orinocense que se utilizaron
en este estudio.

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular de Inchi se llevé a cabo
en los laboratorios de biotecnologia vegetal y repro-
ducciéon y genética animal de la Universidad de los
Llanos, localizada en Villavicencio, Meta, Colombia; a
una altura de 467 msnm y temperatura promedio de
26°C. Para la extraccion del ADN se utilizo el protoco-
lo de Dellaporta (1983).

El ADN gendomico de las muestras totales se visualizo
en geles de agarosa al 0.8%, tefidos con bromuro de
etidio en una cdmara Maxicell Primo EC-340 Electrofo-
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Tabla 1. Accesiones de Caryodendron orinocense utilizadas para la caracterizacién molecular con microsatélites RAMs.

E:':r::a Colecta Departamento | Ubicacion Georeferenciada Descripcion

1 San Juan de Arama /Alto Curia Meta 03°23795"N 73°577°434"0 Arbol nativo hembra (17 afios)

2 San Juan de Arama /Alto Curia Meta 03°23795"N 73°577°434"0 Arbol nativo macho (17 afos)

3 Lejanias/Cacayal Meta 03°28°458”N 73°54°209"0 Arbol hembra (20-30 afios)

4 Lejanias/Cacayal Meta 03°28°458”N 73°54°209"0 Arbol Macho (20-30 afos)

5 Lejanias/Buenos Aires Meta 03°27°93”N 73°54°396”0O Arbol Macho (63 afios)

6 Lejanias/Buenos Aires Meta 03°27793"N 73°547396"0 Arbol Hembra (63 afios)

7 Cubarral/Km 1via al Dorado Meta 03°47°56”N 73°50°795”0O '(Ilgsaf%ir;bras altamente productivas

8 Guamal/La Paz Meta 03°49°886"N 73°45°267"0 Una hembra (aprox. 30 anos)

9 Guamal /Pio XII Meta 03°49°886”N 73°45°267"0 Un macho (20 anos)

10 Guamal /Pio XII Meta 03°53°59”N 73°47°309"0 Una hembra (aprox. 70 anos)

11 Castillo/Santa Cruz Meta 03°337459”N 73°45'637"0O Una hembra (aprox. 15 anos)

12 Acacias/Santa Teresita Meta 03°597130”N 73°42'458"0O Una hembra (aprox.30 afnos)

13 Montelibano/Acacias Meta 03°597253"N 73°48°486"0 Seleccién Arboles Hembra*

14 Lejanfas/Cacayal Meta 03°28°454"N 73°54'208"0O Seleccién Arboles Hembra*

16 Morelia Caqueta 01°26'43.66”N 75°41'153"0 | Seleccién Arboles Hembra*

17 Mocoa Putumayo 01°5’6.37"N 076°39'24.35"0 | Seleccién Arboles Hembra*

18 Castilla la Nueva/Betania Meta 03°52.967”N 073°42'358"0O Seleccién Arboles Hembra*

19 Lejanfas/Cacayal Meta 03°28'486” 073°84'202"0O Seleccién Arboles Hembra*

20 Santa Teresita/Acacias Meta 03°597130”N 73°42'458"0O Seleccién Arboles Hembra*

21 Castillo/Santa Cruz Meta 03°337459”"N 073°45°637"0 | Seleccién Arboles Hembra*

22 Pelayo Topo Grande/Pauna Boyaca 05°39'15.81”"N 074°1"17.60”0O | Seleccion Arboles*

23 Puerto Rico Meta 02°58'9.48”N 073°11'48.79”0 | Seleccién Arboles Hembra*

24 San José del Guaviare S?J:\/Siiriel 02°34’1.10”N 072°38’32.31”70 | Seleccion Arboles Hembra*

25 Hermafrodita Meta 47(3)2‘7687%%%?7(;2 Corpoica La Libertad

26 Hembra Corpoica | Meta 472547687%%%?761 Corpoica La Libertad

27 Hembra Corpoica Il Meta 472547687%%%49]76:2 Corpoica La Libertad

28 Hembra Unillanos Meta 4°4'30"N 73°35'7"0 Universidad de los Llanos

29 Hembra Unillanos I Meta 4°4'30"N 73°35'7"0 Universidad de los Llanos
*KAHAI SAS
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Figura 1. Posicionamiento geografico de 29 genotipos de Inchi utilizados para la caracterizacién molecular.

resis Gel System. Para determinar la concentracion de
ADN de cada genotipo se hizo una curva de dilucion
con ADN del bacteriéfago Lambda de concentracion
inicial 20 ng/ul y se llevé a concentraciones finales de
20, 40, 60, 80 y 100 ng/ul. El ADN cuantificado se di-
luy6 en agua tipo HPLC a un volumen total de 100 pl a
10 ng/ul y se almacené a -20 °C.

Para el andlisis RAMs se utilizaron siete cebadores sin-
tetizados por Technologies Inc. (tabla 2). Para la reac-
cion de amplificacion con RAMs se prepar6 el coctel
en un tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un
volumen final de 25 pl. La mezcla de reaccion se pre-
paré con buffer 1X, MgCl, 1.5 mM, DNTPs 0.2 mM,
Taq Polimerasa 1U, cebador 2 uM y ADN gendémico
10ng.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la técnica microsatélites
RAMs.

Cebador Secuencia (5°a3")
CCA DDB(CCA)5
CGA DHB(CGA)5

GT VHV(GT)5G
AG HBH(AG)7A
cT DYD(CT)7C
TG HVH(TG)7T
CA DBDA(CA)7

La amplificacién se llevd a cabo en un termociclador
PTC 100 Programmable Termal Controller (MJ. Re-
search, Inc). La desnaturalizacion inicial fue a 95°C
durante 5 min; desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, hi-
bridacion a una temperatura de 50 °C (cebadores AG y
CA), 55 °C (cebadores CCA-TG-CT) y 58 °C (cebadores
GT-CGA) durante 45 seg, una extension final de 72
°C por 2 min, 37 ciclos desde la desnaturalizacién a
extension y por dltimo una extension a 72 °C durante
7 min. Los productos fueron separados por electrofo-
resis en geles de agarosa al 1.2 % corridos a 90 voltios
durante 3 h visualizdndose en un transiluminador de
luz ultravioleta.

Andlisis estadistico

Se generé una matriz binaria de ausencia (cero) y pre-
sencia (uno). La similitud genética entre los individuos
se calculé utilizando el coeficiente de similitud de Nei
y Li (1979). El andlisis cluster se realizé por el método
UPGMA vy se generd un dendrograma utilizando el pa-
quete estadistico NTSYS (Numerical Taxonomy System
for personal Computer, version 2.02 PC). Para evaluar la
diversidad genética se estimé la heterocigosidad inses-
gada y el porcentaje de loci polimérficos utilizando el
paquete estadistico TFPGA (Tools For Population Genetic
Analyses, version 1.3, 1997). Se determiné el f estadistico
insesgado con un intervalo de confianza del 95 %.

Resultados y discusién

De los 29 genotipos de Inchi colectados, dos fueron
descartados ya que no se pudo obtener ADN. Los sie-
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te cebadores RAMs utilizados para la caracterizacion
molecular de 27 genotipos generaron un total de 85
bandas las cuales contribuyeron en un 90% a la discri-
minacion de los materiales. El nimero de bandas por
iniciador varié de 10 para el cebador CA y 20 para el
cebador CGA, con pesos moleculares oscilaron entre
260y 1500 Kb (tabla 3).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la caracterizacién
molecular de Caryodendron orinocense K, nimero de bandas
totales y polimérficas.

Cebador No. de bandas No. -de ‘ba.ndas
totales polimorficas
CGA 20 11
TG 13 8
GT 18 16
CCA 13 8
CT 11 9
CA 10 9

Cuando se compara el ndmero de loci polimoérficos
(62) encontrados en este estudio con otros trabajos

sobre diversidad genética en especies de la familia Fu-
phorbiaceae, como los realizados por Vargas (2011)
(73 bandas polimdrficas), Basha y Sujatha (2007) (116
bandas polimorficas) y Souza et al, 2009 (27 poli-
morficas) en Jatropha curcas L, el nimero de bandas
encontrado luce adecuado para la estimacién de los
parametros genéticos en Inchi. El cebador GT fue el
que mayor aporte hizo a la variacion genética obser-
vada, lo que significa que puede ser util para evaluar
la diversidad genética en materiales de Caryodendron.

El andlisis mediante el coeficiente de Nei-Li, a un nivel
de similaridad de 0.50, dividi6 la poblacion en 4 gru-
pos (A, B, C, D) (figura 2).

Los grupos A 'y B que incluyen los materiales de Putu-
mayo, Castilla, Pauna y Cacayal 19 son los que presen-
tan el menor valor de similaridad (0.50) con respecto
de los demas grupos formados, esto se puede eviden-
ciar en las caracteristicas propias de estos materiales
tales como tamano del fruto, color del fruto, tamano
de la hoja, tamano y color de la nuez segtin observa-
ciones realizadas por la empresa KAHAI S.A.S

Como puede observarse el grupo D redne el mayor
ndmero de los materiales que fueron colectados en
el departamento del Meta junto con los materiales de
Guaviare y Caquetd, y presenta un indice de simila-
ridad superior a 0.70, lo que permite evidenciar una

Figura 2. Dendrograma de la estructura genética de 27 individuos de Caryodendron orinocence K, basado en el Coeficiente de
Similaridad de Nei-Li, y calculado de los datos combinados de los siete cebadores Microsatélites RAMs, con el método de clasifi-
cacién UPGMA, usando los programas SAHN y TREE de NTSYS-pc Versién 1.8.
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baja variabilidad genética entre los individuos, la cual
puede deberse al flujo genético, al transporte de ma-
terial vegetal y al origen uniparental (FAO, 2002). Los
materiales de Pio Xll identificados con los nimeros 9 y
10, y Santa Teresita que conformaron el grupo C pre-
sentan caracteristicas similares en cuanto a su compo-
sicion genética y morfologica, esto puede explicarse
por su cercania geografica, ya que Guamal y Acacias
son municipios con una distancia menor a los 20 km.

En términos generales, el andlisis molecular agrupo a
los materiales de Caryodendron orinocense de acuerdo
a su distribucion geografica, evidenciando que los ma-
teriales procedentes de Putumayo y Boyaca (Pauna)
presentan menos similaridad genética con el resto de
los materiales evaluados, en tanto que los materiales
de Guaviare y Caqueta se agruparon con los materia-
les del departamento del Meta. Esto puede explicarse
al transporte de material vegetal entre estos dos depar-
tamentos y la polinizacion cruzada (flujo génico) entre
plantas de un mismo origen geogréfico.

Los valores de heterocigosidad estimada estuvieron en
un rango comprendido entre 0.16 y 0.28 para los ce-
badores CGA y CT, respectivamente. El porcentaje de
loci polimérfico varié entre 55% para el cebador CGA
y el 90% para el CT (tabla 4).

Tabla 4. Heterocigosidad estimada y porcentaje de loci
polimérficos de cada uno de los cebadores utilizados para
la caracterizacién de la diversidad genética en Caryodendron
orinocense.

Ne He % Loci

Cebador Lodi Estimado Polimorficos
(95%)
CGA 20 0.16 55.00
CCA 13 0.22 61.54
CT 11 0.28 90.00
CA 10 0.26 81.82
TG 13 0.22 69.23
GT 18 0.24 88.89
Poblacién | . 0.2259 72.94

Total

Estudios realizados por Vargas (2011) en la identi-
ficacion de la diversidad genética en Jatropha usan-
do diez marcadores ISSR encontré un porcentaje de
polimorfismo promedio de 34%, el cual es similar al
observado en otros trabajos en Jatropha como los rea-
lizados por Basha y Sujetha (2007) quienes evaluaron
42 accesiones con marcadores RAPD e ISSR encon-
trando un 42% de polimorfismo y una moderada di-
versidad genética; Reddy et al. (2007) utilizando RAPD

y AFLPs en 23 materiales obtuvieron un 15y 9% de
polimorfismo respectivamente, concluyendo que la di-
versidad genética es baja coincidiendo con las investi-
gaciones realizadas por Sun et al. (2008). Sin embargo;
otros estudios muestran la existencia de moderada a
alta diversidad genética en Jatropha con porcentajes
de polimorfismos que van desde 35 al 98% (Ganesh
et al, 2008; Gupta et al, 2008; Pamidiamarri et al.,
2009a; Senthil Kumar et al,, 2009; Basha et al.,, 2009;
Singh et al, 2010; Tatikonda et al., 2009; Cai et al,
2010). Estudios realizados por Corazon-Guivin (2009),
en la caracterizacion genética de accesiones Sanmarti-
nenses del banco nacional de germoplasma de Sacha
Inchi (Plukenetia volubilis L), muestran un porcentaje
de loci polimérficos de 60.87%, por lo que los resulta-
dos de esta investigacion se encuentran dentro de los
resultados obtenidos en los estudios realizados en la
familia de las Fuphorbiaceaes.

El valor de Fst promedio para los 27 materiales estu-
diados fue de 0.35, con una desviacion estandar de
0.07, segin Wright (1978) valores por encima de 0.25
muestran diferenciacion genética. El Fst encontrado en
este estudio es un parametro importante puesto que
ayuda a entender la dindmica espacio-temporal de los
materiales de Caryodendron, asi como la estructura de
cruzamientos entre ellos. Para efectos comparativos,
Nason (2002) plantea que en concordancia con la alta
tasa de exogamia y la dispersion de polen a largas dis-
tancias que parecen caracterizar las poblaciones de ar-
boles neotropicales, dichas poblaciones presentan una
diversidad relativamente alta y un grado de diferencia-
cion genética relativamente bajo, ain en poblaciones
que se encuentran a kildbmetros de distancia.

Sin embargo; en la especie estudiada a pesar de ser
alégama, presenta un alto grado de polinizacién entre
individuos emparentados lo que resulta en una diversi-
dad genética baja y un indice de diferenciacion gené-
tica (Fst) alto. En el género Plukenetia (Euphorbiaceae)
Rodriguez et al., (2010) realiz6 estudios de diferencia-
cién morfolégica y molecular usando marcadores ISSR,
encontrando valores de Fst entre 0.89 y 0.98, con
lo cual se evidencié un alto grado de diferenciacion
entre las accesiones estudiadas. Sin embargo, es im-
portante tener en cuenta que para estudiar la genética
de poblaciones y su grado de estructuracion, es indis-
pensable tener poblaciones estructuradas y con un su-
ficiente nimero de individuos y realizar evaluaciones
en el tiempo que permitan sacar conclusiones del flujo
genético y la dinamica poblacional.

El mayor grado de polimorfismo e informacién ge-
nética aportados por la técnica RAMs puede ser
complementado con informaciéon proveniente de la
caracterizacion morfoldgica y bioquimica, y asi poder
elucidar en una forma mas clara las intrincadas relacio-
nes e interacciones que se presentan en la mayoria de
los materiales y evaluar la diversidad intraespecifica de
ellos en una escala mucho mas fina.
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Conclusiones

Los marcadores RAMs permitieron determinar la varia-
cién genética existente en los materiales de Caryoden-
dron orinocense evaluados agrupandolos de acuerdo
al sito geogréfico donde fueron colectados.

Se determind que existe poca variabilidad genética
debido a los procesos de reproduccién uniparental,
sin embargo estos materiales presentan diferenciacion
genética dado por los procesos de domesticacion
y evolucién a la que estan sometidos los materiales
constantemente.
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using Rhizomucor spp strains

*

Osmar T. Morillo Pifia”, Pablo J. Garcia Lugo™, Balmore Ruizdael Guerrero Cardena ™",
Yzoleth Torres Vielma™ ™", Rafael F. Castaiieda Ruiz"""""

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n1.50701

Resumen

La produccion experimental de enzimas coagulante de leche se llevé a cabo en un medio de cultivo de laboratorio du-
rante 190 h de incubacion, utilizando tres cepas certificadas de Rhizomucor pusillus, R. miehei y dos especies nativas
de Rhizomucor spp. BIOMI-12 y 13. La evaluacion se realizé midiendo la concentracion de glucosa y proteina durante
la incubacion, estimacién de la productividad, actividad especifica, indice fuerza de cuajo/actividad proteolitica en los
extractos enzimaticos crudos, determinacion de los pesos moleculares y actividad proteolitica en los extractos enzimaticos
parcialmente purificado. Todas las cepas mostraron un consumo de glucosa similar, el mismo comportamiento se obser-
vé en el contenido de proteina, excepto la cepa BIOMI-13. Los incrementos en el contenido de proteinas después del
descenso, coincidieron con la maxima actividad coagulante registrada por cada cepa, siendo el extracto crudo de la cepa
BIOMI-13 la de mayor actividad coagulante (148,15 FC), productividad (3,09 FC/h), indice fuerza de cuajo/actividad pro-
teolitica (142,60 FC/U) y actividad especifica (1.062,00 FC/mg). Los extractos enzimaticos parcialmente purificados de las
cepas R miehei 37, Rhizomucor spp BIOMI-12 y 13, presentaron proteinas con pesos moleculares en aproximadamente
22,6 y 46,52 KDa, mientras el extracto R pusillus 39 presenté una banda adicional de 39,6 KDa. En el zimograma se ob-
servo para todas las cepas actividad proteolitica en las bandas comprendidas entre 40-50 KDa y 20-22 KDa, no asi para el
R pusillus 36, donde fue escasa. Finalmente se determin6 que la cepa BIOMI-13, tiene la mayor capacidad para producir
enzimas coagulantes de la leche.

Palabras clave: renina microbiana, fuerza de cuajo, actividad proteolitica, productividad.

Abstract

Experimental production of milk clotting enzymes was conducted on a laboratory culture medium for 190 h incubation,
using three certified strains of Rhizomucor pusillus, miehei and two native Rhizomucor spp. BIOMI-12 and 13. The eva-
luation was performed by measuring the concentration of glucose and protein during incubation, estimate productivity,
specific activity, rennet strength/proteolytic activity index in the crude enzyme extracts, determining the molecular weights
and proteolytic activity in the partially purified enzyme extracts. All strains showed consumption rates of glucose, the same
behavior observed protein content, except strain BIOMI-13. The increase in protein content after descent coincided with
the recorded maximum coagulant activity each strains, being the crude extract of strain BIOMI-13 higher coagulant activity
(148,15 FC), productivity (3.09 HR / h), rennet strength/proteolytic activity index (142,60 FC/U) and specific activity (1,062
FC/mg). The partially purified enzyme extracts from strains R miehei 37, Rhizomucor spp BIOMI-12 and 13, presented
proteins with molecular weights in approximately 22,6 kDa and 46.52, while the extract R pusillus 39 present an additional
band of 39,6 KDa. In the zymogram was observed for all strains, proteolytic activity in the bands between 40-50 KDa and
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20-22 KDa, but not for the R pusillus 36, where activity was very dim. Finally it was determined that the strain BIOMI-13,

has the greatest capacity to produce milk clotting enzymes.

Key words: microbial rennet, rennet strength, proteolitic activity, productivity.

Recibido: mayo 14 de 2014

Introduccién

Las enzimas coagulantes de la leche, juegan un papel
fundamental en la produccién de quesos, conocidas
con el nombre de cuajo, o renina, nombre derivado
del vocablo anglosajon rennet, se obtiene como una
mezcla de quimosina y pepsina provenientes del teji-
do del obomaso de ternero, donde la quimosina esta
presente en mayor proporcion de 88-94% dependien-
do de la edad del animal. Las quimosina es una enzi-
ma proteolitica (EC3.4.23.4), que cataliza la hidrdlisis
especifica de la k-caseina de la leche en los enlaces
Phe'%>-Met'%, Estd clasificada como una proteasa del
acido aspartico o aspartoproteasa EC 3.4.23., perte-
necen al grupo de enzimas endopeptidasas (Ruiz,
2005). Debido a la escasez, altos precios, problemas
asociados con la matanza de animales y a la capacidad
de produccién para satisfacer la industria quesera, ha
sido necesaria la busqueda de otras alternativas para
la sustitucion de la renina de ternero (Merheb-Dini,
Gomes, Boscolo & Da Silva, 2010). Un adecuado sus-
tituto debe tener una intensa actividad coagulante de
la leche, es decir, alta capacidad de atacar el enlace
peptidico 105-106 de k-caseina y una baja actividad
proteolitica para minimizar la disolucién de los coagu-
los, permitiendo asi altos rendimientos en queseria y
productos con caracteristicas sensoriales de alta acep-
tacion.

Las investigaciones estdn orientadas a la busqueda
de proteasas de origen microbianos, animal o fuentes
vegetales (Merheb-Dini et al, 2010). Sin embargo, las
proteasas animales y vegetales han demostrado ser
fuentes de enzimas de accion inespecificas en la coa-
gulacién de la leche, produciendo quesos con sabores
amargos y texturas no deseadas. Por lo tanto, la aten-
cion se ha centrado en las fuentes microbianas, debi-
do a su especificidad y las ventajas de su produccion,
tales como periodos cortos de crecimiento de los mi-
croorganismos (Cheng, Bai, & Wang, 2008; Khademi
Abachi, Mortazavi, Ehsani, Tabatabaei & Malekzadeh,
2013), suministro ilimitado, bajos costos de produc-
ciéon y permite disefar nuevos sistemas enzimaticos
que no son posibles de obtener a partir de fuentes
vegetales o animales. En la actualidad las enzimas coa-
gulantes de la leche de origen fungica son utilizadas
en mas de un tercio en la industria lechera en todo el
mundo (Khademi, Abachi & Malekzadeh, 2013), pro-
ducidas experimental e industrialmente por especies
como Thermomucor indicae-seudaticae (Merheb-Dini
et al.,, 2010), Bacillus subtilis natto (Shieh, Phan Thi &

Aprobado: abril 21 de 2015

Shihb, 2009), Mucor circinelloides (Sathya, Pradeep,
Angayarkanni & Palaniswamy, 2009), Rhizomucor nai-
nitalensis (Khademi et al., 2013), Mucor mucedo DSM
809 (Yegin, Fernandez-Lahore, Guvenc & Goksun-
gur, 2010), Rhizomucor pusillus y Rhizomucor miehei
(Maheshwari, Bharadawaj & Mahalingeshwara, 2000;
Jacob, Jaros & Rohm, 2011; Foda, Moharam, Rama-
dan & El-Bendary, 2012). Siendo la proteasa aspartica
producida por R. miehei la mas usada comercialmente
(Jacob et al., 2011). Bajo esta premisa se presenta el
siguiente trabajo cuyo objetivo principal fue la eva-
luacion y comparacion de la capacidad productiva de
enzimas con actividad coagulante de cinco cepas de
hongos del género Rhizomucor.

Materiales y métodos

Microorganismos

Se utilizaron cepas de Rhizomucor pusillus CVCM-3036
(RP-36), Rhizomucor miehei CVCM-3037 (RM-37) vy
Rhizomucor pusillus CVCM-3039 (RP-39) provenientes
de la Coleccion Venezolana de Cultivo de Microorga-
nismos y dos cepas de Rhizomucor spp, identificadas
como BIOMI-12 (Rspp-12) y BIOMI-13 (Rspp-13) pro-
veniente de la coleccion de cultivo del laboratorio de
Biotecnologia de Microorganismo de la ULA.

Suspension de esporas

Para cada cepa a evaluar se obtuvieron suspensiones
de esporas utilizando el método modificado de Oso-
rio, Gémez, & Sanchez (2008). A micelios esporulados
crecidos en erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml
de medio Agar Papa Dextrosa, incubados durante 96
h a 37 °C, se adicionaron 30 ml de agua destilada es-
téril con 25 perlas de vidrio de 0,5 mm de didametro
y se agitaron manualmente. Una vez recuperada la
suspension, la concentracién de esporas se determino
mediante recuento en Camara Neubauer.

Produccion de enzimas con actividad coagulante
de la leche

En experiencias cuddruples las diferentes cepas de
hongos fueron crecidas en Erlenmeyer de 500 ml con-
teniendo 150 ml del medio de cultivo, formulado con
caseina (4 g/l), glucosa (20 g/l), extracto de malta (4
g/l), peptona bacteriologica (4 g/l) y KH.PO4 (2 g/l),
se inocularon con 8x10° esporas de cada cepa e in-
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cubados a 37 °C a 150 rpm durante 190 h. Se toma-
ron muestras de 4 ml cada 24 h se centrifugaron y
filtraron en papel de filtro de celulosa de 11 um de
porosidad, al sobrenadante obtenido se le determind
actividad coagulante de la leche, concentracion de
proteina y glucosa.

Técnicas analiticas

El consumo de glucosa se cuantificé por el método de
DNS para aztcares reductores (Miller, 1959). La tasa
de consumo de glucosa se estimé por regresion lineal
de los datos.

La variacion del contenido de proteina durante el cul-
tivo se determin6 por el método de Bradford (Bollag
& Edelstein, 1991) usando como estandar albumina
bovina.

La actividad coagulante de la leche, se midié por el
método de Osorio et al. (2008). Consistié en tomar
el tiempo que tarda en coagular una muestra de 5,0
ml de leche descremada (al 10 % en 0,01 M de clo-
ruro de calcio) al adicionarle 0,5 ml de sobrenadante
del cultivo proveniente de la fermentacion. Esta deter-
minacion se logré haciendo rotar de manera manual
las muestras en un bafo maria a una temperatura de
37 °C. La lectura del tiempo de coagulacion se hace
justo cuando el aspecto de la pelicula de leche sobre
la pared interna del tubo de ensayo cambia de flui-
do laminar a viscoso formandose pequenos grumos.
La actividad enzimatica se expresé como la fuerza de
cuajo (FC) definida como la cantidad de leche cuajada
en mililitros por gramo o mililitro de sobrenadante del
cultivo en 40 minutos a 37 °C y se calcula mediante

. . .. V%2400
la siguiente relacién: rc===~ (1)

Dénde: FC: fuerza de cuajo, V: cantidad de leche (ml),
C: cantidad de sobrenadante del cultivo (ml), t: tiem-
po de coagulacion de la muestra (s), 2.400: tiempo en
que normalmente cuaja la leche a 37 °C con un cuajo
estandar (s).

La actividad proteolitica se determiné utilizando el mé-
todo modificado de Anson. Cuantificando los péptidos
solubles que resultan de la accion proteolitica de la
enzima o de un extracto enzimatico sobre la caseina
bovina. A 4 ml de solucién de caseina bovina al 1%,
se agregd 1 ml de extracto enzimatico proveniente del
medio de cultivo, la mezcla de reaccion se incubd a
37 °C durante 20 minutos la reaccion se detuvo agre-
gando 4 ml 4cido tricloacético al 10 %. Se filtr6 y se
midi6 la absorbancia a 280 nm. Definiendo la unidad
de actividad proteolitica (U) como la cantidad de en-
zima que cataliza la conversion de 1 mg de caseina
por minuto. Se utilizé el coeficiente extincion molar de
0,81 ml mg'. (Panouille, Nicolai, Benyahia & Durand,
2005)

Capacidad productiva y especificidad de las enzimas
coagulantes

La capacidad productiva se evalu6 a través de la si-
guiente relacion:

.. FC,..
Productividad = P 2)

FC max

Dénde: FCrax: maxima fuerza de cuajo alcanzada;
tremax: tiempo en que se alcanza la maxima fuerza de
cuajo.

Se determind la actividad especifica (FCmay/mg de pro-
teina) como medida de especificad de los extractos
enzimaticos crudos, y el indice actividad coagulante/
actividad proteolitica (FCnax /U) dividiendo la mayor
actividad coagulante registrada por la actividad pro-
teolitica sobre caseina registrada en ese mismo tiem-
po. La comparacién entre las cepas en productividad,
indice de actividad coagulante/actividad proteolitica
(FC/U) vy la actividad especifica, se realizé por andlisis
de varianza de un solo factor para un nivel de signifi-
cancia del 5% y una comparacion de medias a través
de la prueba de Tukey. Para ello se estim6 la media y
la desviacion estandar a partir de tres réplicas.

Concentracion de los extractos crudos y Electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE- SDS)

Los extractos crudos que presentaron la mayor fuer-
za de cuajo fueron saturados con 15% de sulfato de
amonio, luego se dejo en reposo durante 2 horas en
bano de agua-hielo y se centrifugaron a 2900 g du-
rante 10 minutos, el sobrenadante obtenido se llevo
hasta una saturacién del 70% vy dejado en reposo en
agua-hielo, 12 horas. El precipitado se recuperé por
centrifugacion y disuelto en 1 ml de agua destilada,
posteriormente dializado en agua destilada.

Los extractos concentrados fueron analizados en elec-
troforesis en gel de poliacrilamida al 12 % en condi-
ciones desnaturalizantes PAGE-SDS, segun Leammli
(1970). En cada pozo se agregé aproximadamente
20 pg de proteina de muestras y 5 pg de marcador
de peso molecular pretenido: miosina 194,665 KDa,
B-galactosidasa 116,531 KDa, albimina sérica bovi-
na 97,220 KDa, ovoalbdmina 50,195 KDa, anhidrasa
carbonica 37,620 KDa, inhibidor de tripsina de soya
29,284 KDa, lisozima 20,010 KDa y aprotinina 7,150
KDa. El peso molecular de cada banda se calculé uti-
lizando el método de Weber y Osborrn (1969).

La actividad enzimatica de los extractos concentrados
fue evaluada en un zimograma segtin el método modi-
ficado de Egito (2007) y Leammli (1970). El gel de re-
solucion se preparé al 12% de acrilamida con 0,1% de
caseinato de sodio. Las electroforesis se realizaron a
200 voltios durante 30 min, utilizando un equipo Mini-
Proteam Il (Bio-Rad). Se agregaron 20 pg de muestras
en cada pozo. Después de la migracion electroforéti-
ca el gel fue lavado dos veces con Triton X-100 (2%

56

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 54-60



v/v) durante 30 minutos. Los geles lavados fueron in-
cubados a 37°C en buffer fosfato (pH 5,4) durante 18
horas, después de este tiempo fueron tefidos en una
solucion de azul de Coomassie y posteriormente fue-
ron destefidos.

Resultados y discusién

Produccion de enzimas coagulantes por las cepas
de Rhizomucor spp

La variacion de la concentracion de glucosa del medio
cultivo durante la incubacion, fue similar para todas
las cepas evaluadas, mostrando la misma tendencia
(figura 1) y tasas de consumo de glucosa (tabla 1). Un
comportamiento similar fue registrado por la cepa Mu-
cor miehei en un medio estandar utilizando glucosa
y almidén soluble como fuente principal de carbono
(Osorio et al., 2008).

Figura 1. Consumo de glucosa del medio de cultivo por las
cepas Rhizomucor spp durante la incubacién a 37°C.

Durante las primeras 48 horas, la concentracion de
proteinas en el medio de cultivo disminuyé desde 0,4
mg/ml hasta valores aproximados de 0,04 mg/ml, para
cuatro de las cepas (RP-36, RP-37, Rspp-12 y RP-39)
(figura 2), manteniéndose constante hasta las 144 ho-
ras, momento en el cual se registra un incremento. En
el caso de la cepa Rpss-13 se observo disminucion en
la concentracion de proteinas durante las primeras 24
(0,11 mg/ml) y un incremento a las 48h, (0,148 mg/
ml), tiempo en el cual disminuye hasta concentracio-
nes de 0,05 mg/ml (96 h), valor que permanece cons-
tante hasta finalizado el tiempo de incubacion.

Los aumentos en las concentraciones de proteinas en
los medios de cultivo (figura 2) coincidieron con la
maxima actividad coagulante registrada por los extrac-

Figura 2. Variacién del contenido de proteina en el medio
de cultivo durante la incubacién a 37°C de las cepas de Rhi-
zomucor.

tos crudos de cada cepa (figura 3). El mayor valor de
actividad coagulante se obtuvo con la cepa Rspp-13
(148,15 FC) a las 48 horas, aproximadamente el doble
del valor de las actividades obtenida con la cepa RM-
37 y RP-39 de 72,73 FC, registradas a las 190 horas
de incubacion, mientras que las cepas Rspp-12 y RP-
36 presentaron actividades coagulantes de 57,14 FC y
12,50 respectivamente en las mismas condiciones. La
maxima actividad coagulante de cada cepa en estudio,
fueron inferiores a los registrado por una cepa de Mu-
cor miehei (594,19 FC, en un tiempo 45 h), cultivado
en un medio de cultivo estandar de laboratorio (1,8%
de almidén soluble, 1,8% de glucosa monohidratada
y 0,2 % fosfato diacido de potasio, 3,1 % extracto de
malta, 0,8 % bactopeptona y 0,8 % caseina) (Osorio
et al., 2008). En todos los caso en las primeras horas
de cultivo, la caseina presente en el medio fue utili-
zada como fuente nitrégeno para el crecimiento de
las cepas, mientras que el incremento posterior en la
concentracion de proteinas se atribuye a la sintesis y
excrecion de enzimas extracelulares entre ellas las que
presentan actividad coagulante de la leche. El hecho
de que la cepa Rspp-13 muestre la mayor actividad,
es indicativo que bajo las condiciones de cultivo uti-
lizadas posee mayor capacidad para la excrecién de
proteinas y particularmente de proteasas con actividad
coagulante.

En términos generales las tendencias en el consumo
de las principales fuentes carbono (glucosa) y nitrége-
no (caseina), asi como la produccion de proteasas con
actividad coagulante de las cepas objeto de estudio,
indican que la tasa de consumo de glucosa no debe
ser un factor que influye en la excrecién de las enzi-
mas, no asi su concentracion en el medio de cultivo.
A concentraciones de glucosa 3-4 g/l y 0,05 mg/ml de
proteinas en el medio, se observa el mayor incremento
de la excrecion en cuatro de las cepas. Mientras que

Tabla 1. Tasa de consumo de glucosa de las distintas cepas de Rhizomucor

Cepa RP-36 RM-37 RP-39 Rspp-13 Rspp-12
Tasa (dgel_f;’f)sumo 0,115 0,116 0,124 0,124 0,115
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Figura 3. Actividad coagulante de la leche registradas por las
cepas de Rhizomucor spp durante la incubacién a 37°C.

la cepa Rspp-13 a concentraciones de 15g/ly 0,1 mg/I
de proteinas en el medio, produce la mayor excrecién
de proteinas coagulantes. Estos resultados indican que
los niveles de glucosa (fuente de carbono) y protei-
nas (fuente de nitrégeno) pueden estar implicados en
la regulacion de la excrecion de proteinas durante el
crecimiento. Cuatro de las cepas son reguladas de una
forma similar, la cepa Rspp-13 muestra un mecanismo
menos reprimido por glucosa.

Comparacion de la capacidad productiva

Los resultados mostrados en la tabla 2 indican que
bajo condiciones similares de cultivo la cepa Rspp-13
presenta mayor productividad, indice FC/U y actividad
especifica que las demas cepas estudiadas, esta condi-
cion podria variar segin las condiciones y formulacién
del medio de cultivo, por lo que se requiere una eva-
luacion mas amplia de estas cepas.

El analisis de varianza para los valores de productivi-
dad de las cepas, confirmé la existencia de diferencia
significativa entre ellas (tabla 3). La comparacién de
medias determiné que la cepa Rspp-13 de mayor pro-
ductividad (3,0857£0,1368 FC/h) y la cepa RP-36 de
menor productividad (0,0657£0,0038 FC/h), presenta-
ron diferencias significativas entre si 'y con el resto de
las cepas evaluadas, las cuales registraron valores inter-
medios, comprendidos en un rango de 0,3000+0,0265
y 0,3833+0,097 FC/h sin diferencias significativas en-
tre ellas. Los valores de productividad de las cinco ce-
pas en estudio, fueron inferiores a la registrada por la
cepa Mucor miehei (13,59 FC/h) (Osorio et al., 2008),
probablemente debido a la diferencia de los medios
utilizados.

De acuerdo al andlisis de varianza y la comparacion
de medias para los indices FC/U, arrojé diferencias
significativas entre todos los extractos enzimaticos
crudos (tabla 4), siendo el de la cepa Rspp-13 de
mayor indice (142,60%1,18) y RP-36 de menor valor
(17,86£1,13), el resto registré valores intermedios de
60,33+1,1; 55,00+£2,29 y 49,78+1,38 para los extrac-
tos enzimaticos crudos de las cepas RM37, Rspp-12 y
RP39 respectivamente.

Tabla 2. Productividad, indice FC/U y actividad especifica de
cada cepa de Rhizomucor evaluadas.

@y Productividad indice Actividad especifica
(FC/h) FC/U (FC/mg)
0,064 17,80 91,11
RP-36 0,063 19,02 89,12
0,070 16,76 96,13
0,380 58,49 504,72
RM-37 0,288 61,05 551,62
0,482 61,45 490,01
3,064 143,90 1.076,01
Rspp-13 2,961 141,60 1.015,30
3,232 142,30 1.094,71
0,340 51,02 474,55
RP-39 0,420 50,02 400,59
0,390 48,30 465,09
0,290 53,00 272,56
Rspp-12 0,330 54,50 260,99
0,280 57,50 253,86

Tabla 3. Andlisis de varianza para la productividad de las
cepas de Rhizomucor.

Fuente | GL SC CM [F P

Cepa 4 19,0537 4,76343 781,47 0,000

Error 10 0,06095 0,0061

Total 14 19,11466

G.L: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrado me-
dio; F: estadistico de prueba, P: estadistico de significancia

Tabla 4. Andlisis de varianza para el indice FC/U de los
extractos enzimadticos crudos de cada cepa de Rhizomucor.

Fuente | GL SC CcM F P
Cepa 4 25.792,00 | 6.448,0 | 2.601,76 | 0,000
Error 10 24,78 2,48

Total 14 25.816,78

G.L: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadra-
do medio; F: estadistico de prueba, P: estadistico de significancia

Al igual que los parametros anteriores, el analisis de
la varianza para la actividad especifica, determiné la
existencia de diferencia significativa entre los extrac-
tos enzimaticos crudos (tabla 5). La comparacion de
medias determiné que los extractos enzimaticos cru-
dos de la cepa Rspp-13 de mayor actividad especifica
(1.062,00% 41,5 FC/mg) y RP-36 de menor actividad
especifica (92,1£3,6), presentaron diferencias significa-
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tivas entre si'y con el resto de los extractos enzimati-
cos, mientras que los de las cepas RM-37 y RP-39 no
presentaron diferencias significativa entre si (515,53
£32,2 y 446,74£40,2 respectivamente), pero si con la
cepa Rspp-12 quien registro una actividad especifica
de 262,59%9,4 FC/mg.

Tabla 5. Andlisis de varianza para la Actividad Especifica de
los extractos enzimdticos crudos de cada cepa de Rhizomucor.

Fuente GL SC CM F P
Cepa 4 1.616.324 40.4081 450,89 | 0,000
Error 10 8.962 896

Total 14 162.5286

G.L: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrado me-
dio; F: estadistico de prueba, P: estadistico de significancia

Peso molecular de los extractos enzimdticos

El extracto enzimatico de la cepa Rspp-13 parcialmen-
te purificado, presenté dos bandas de 22,6 y 46,52
KDa (carril 4 - figura 4a), siendo muy similar en nimero
a las presentes en los extractos Rspp-12 y RP-36 (ca-
rriles 2 y 3 - figura 4a), de un rango de 42 y 50 KDa
(bandas superiores); 22,2 y 20,1 respectivamente para
las bandas inferiores, estos resultados difieren de lo re-
portado por Preetha & Boopathy (1997), cuyos extrac-
tos crudo y parcialmente purificado de Rhizomucor
miehei, revelaron mds de dos bandas en los geles de
electroforesis. La cepa RM-37 (carril 5 - figura 4a) pre-
sentd una proteina adicional de 194,17 KDa, mientras
que el extracto RP-39 mostré cuatro bandas de 23,5;
39,6, 51,2 y 193,8 KDa. Otros estudios han mostrado
sucesiones de bandas en geles de poliacrilamida en
la caracterizacion de extractos (crudos y tratados de
sulfato de amonio) provenientes de cultivos de cepas
de Mucor y Rhizomucor pusillus (Nouani, Moulti- Mati,
Belbraouet & Bellal, 2011).

Todos los perfiles de las proteinas excretadas muestran
la diferencia existente entre las cepas estudiadas, mos-

trando cada una un perfil caracteristico. La actividad
proteolitica presente en cada extracto estda asociada
a las proteinas de 40 - 50 KDa y 22 KDa, correspon-
dientes a los extractos Rspp-12, Rspp- 13, RM-37 y RP-
39 (carriles 2, 5, 7 y 9 de la figura 4b), no asi para
el extracto RP-36 (carril 3), donde el halo de hidrdlisis
apenas se puede apreciar. Las bandas calculadas en
194,1 y 193,8 KDa de las cepas RM-37 y RP-39 no
presentaron actividad bien definida en el zimograma
(carriles 7 y 9 de la figura 4b). La intensidad de la ac-
tividad enzimatica registradas por las cepas Rspp-13 y
RP-36 en el zimograma se corresponden con la capaci-
dad de produccién de enzimas coagulantes evaluadas
en estas dos cepas, la cepa Rspp-13 presenta la mayor
intensidad.

Conclusién

Todas las cepas evaluadas en este estudio mostraron
tener capacidad para producir enzimas con actividad
coagulante de la leche, excepto la cepas de Rhizomu-
cor pusillus RP-36, mientras que la cepa Rhizomucor
spp BIOMI-13, presentd la mayor actividad especifica,
indice de productividad y relacién FC/U entre las ce-
pas evaluadas, siendo la de mayor capacidad para pro-
ducir enzimas con actividad coagulante.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Variabilidad interspecifica de duraznos (Prunus pérsica L. Batsch.)
y ciruelos (Prunus domestica) usando RAMs

Intraespecific variability of peach (Prunus persica L. Batsch.)
and plums (Prunus domestica) using RAMs
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Resumen

Se seleccion6é una muestra de 41 materiales de Prunus de la coleccion de caducifolios de la Universidad Pedagdgica y
Tecnoldgica de Colombia, para evaluar su variabilidad genética usando ocho marcadores Microsatélites Amplificados al
Azar (RAMs). Se generaron un total de 121 alelos con pesos moleculares entre 260 y 1000 Kb. Se formaron tres grupos,
a un coeficiente de similitud de 0.75, de acuerdo a las caracteristicas del fruto y a la especie, encontrandose en el grupo
Il a los materiales de ciruelo. El porcentaje de loci polimérficos vario entre 71 y 99% para los cebadores CGA y CCA, res-
pectivamente. El valor promedio de heterocigosidad fue de 0.22, mucho mas bajo que los encontrados en otros estudios
de diversidad genética en el género Prunus. La técnica RAMs mostré ser una herramienta Gtil para evaluar la diversidad
genética en frutales caducifolios, al discriminar a los materiales en tres grupos e identificar el alto grado de consanguinidad
que existe entre las diferentes especies de Prunus lo cual debe ser aprovechado dentro de las estrategias de hibridacion
que busquen la obtencién de nuevos y mejores materiales.

Palabras claves: Prunus, Diversidad genética, Microsatélites RAMs, caducifolios

Abstract

A sample of 41 Prunus materials from the deciduous collection of the Pedagogical and Technological University of Colom-
bia was selected to evaluate its genetic diversity using eight primers for Random Amplified Microsatellite (RAMs). A total
of 121 alleles were generated with molecular weights ranging between 260 and 1000 Kb. Three groups were formed, a
similarity coefficient of 0.75, according to fruit characteristics and specie, found plum materials in group Il. The percentage
of polymorphic loci ranged from 71 to 99% for the primers CGA and CCA, respectively. The average value of heterozygosity
was 0.33, much lower than values found in other genetic diversity studies in the genus Prunus. The RAMs technique showed
to be a useful tool for assessing genetic diversity in deciduous fruit, discriminate the materials into three groups and identify
the high degree of consanguinity between different Prunus species which should be exploited in hybridization strategies
looking for obtaining new and improved materials.

Key words: Prunus, Genetic diversity, Microsatellites RAMs, deciduous.

Recibido: septiembre 18 de 2014 Aprobado: abril 27 de 2015
Introduccién almendro (P. dulcis Mill), el cerezo (P. avium L.), y el
La familia Rosaceae, comprende mas de 3000 espe- ciruelo europeo (P. domestica L.) y japonés (P. salicina
cies, muchas de las cuales son frutales de importan- L.). (Fan et al, 2013). La produccién anual de las es-
cia econémica el albaricoquero (P. armeniaca L.), el pecies mas importantes de Prunus fue para manzanas
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76.378.738 (Ton), peras 23.580.845 (Ton), duraznos
y nectarinas 21.083.151 (Ton), albaricoque 3.956.639
(Ton), cerezas 2.256.519 (Ton), y ciruelos 10.702.744
(Ton) (FAOSTAT, 2014). En el género Prunus, ademas
del durazno (Prunus persicae (L.) Batsch), también
llamado melocotonero, existen otras cuatro especies
distintas de melocotonero, P. davidiana (Carr.) Franch.,
P. mira Koehne, P. kansuensis Rehd. Y P. ferganensis,
pero solo la especie P. persica se cultiva por su fruta
(Hancock et al.,, 2008). Al igual que el ciruelo (Prunus
domestica), constituyen las especies caducifolias mas
populares que se cultivan en las zonas templadas de
todo el mundo al igual que el durazno, son un grupo
diverso de plantas con muchas especies adaptadas a
un amplio rango de condiciones ecogeograficas y que
han sido cultivadas por siglos (Okie y Hancock, 2008).

La identificacion de cultivares y el estudio de relacio-
nes genéticas en estas especies tradicionalmente se
bas6 en caracteristicas morfoldgicas, sin embargo en
los programas de mejoramiento de Prunus, su evalua-
cion es un proceso tedioso debido al periodo juvenil
tan largo, la influencia del estado fenolégico en la
expresion de las caracteristicas y la existencia de fac-
tores climaticos que afectan su expresion, por estas
razones la seleccion asistida por marcadores molecu-
lares es particularmente util en estos casos (Ercisli et
al, 2011). En Prunus, los microsatélites (SSRs) han sido
los marcadores mas usados para la caracterizacion de
germoplasma (Guarino et al.,, 2009), determinacion de
la diversidad genética (Rogatis et al, 2013), manejo
de germoplasma (Kamm et al, 2011), identificacion
de cultivares y fingerprinting (Gulen et al,, 2010), de-
terminacion de genes de interés (Bouvier et al., 2012)
estudios de autoincompatibilidad y poblacional (Ma-
riette et al, 2010) y mapeo genético (Dhanapal et al.,
2012). En Prunus, los microsatélites desarrollados en
una especie han sido usados en diferentes especies,
demostrando su transferibilidad y habilidad para detec-
tar polimorfismos (Fan et al., 2013).

Zietkiewick et al. (1994), propusieron un método para
medir la diversidad genética en plantas y animales
usando cebadores basados en microsatélites. Esta téc-
nica combina los beneficios de los microsatélites y los
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Hantula
et al. (1996) seleccionaron cuatro cebadores (GT, ACA,
CCA y CGA) con una longitud de 18 bases que inclu-
yen un extremo 5 ”degenerado” de tres nucledtidos
el cual sirve de anclaje para asegurar la union del ceba-
dor al inicio del microsatélite. Ellos denominaron a esta
técnica RAM (Random Amplified Polymorphic DNA).
Los RAMs se basan en la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR), el método es altamente reproducible y
permite la deteccion de polimorfismos en el ADN intra
e interespecifico (Munoz et al., 2008).

Con los marcadores RAMs se estudian poblaciones,
se mide la diversidad genética en plantas y animales,
se muestra la base de la variacion de los individuos,

se permite seleccionar regiones del genoma, analizar
la informacion que se expresa ya que el nimero de
polimorfismos detectables es tedricamente ilimitado
(Mahuku et al., 2002). La metodologia se ajusta para
pequenos laboratorios en términos de equipos y faci-
lidades de costo, no requiere conocimiento previo de
secuencias (Munoz et al,, 2008).

Trabajos sobre caracterizacion de diversidad genéti-
ca vegetal sugieren que la técnica RAMs es dtil para
identificar duplicados en bancos de germoplasma, para
establecer grupos o asociaciones entre individuos de
una poblacion de acuerdo con la especie, localizacion
geografica, relaciones filogenéticas, entre otras (Mufoz
et al,, 2008). Ampliamente utilizado en frutales como la
mora (Rubus glaucus) en donde diferencié las especies
R. glaucus, R. robustus y R. urticifolius, detecté duplica-
dos y encontré alta variabilidad genética en R. glaucus,
la especie mas importante (Morillo et al, 2005); en
uchuva estos marcadores encontraron alta diversidad y
dos accesiones de fruto rojo se diferenciaron genética-
mente de las amarillas (Bonilla et al,, 2008). En guayaba
estos cebadores fueron altamente polimérficos y se en-
contrd alta variabilidad en el Valle del Cauca (Sanabria
et al., 2006); en mandarina permitié agrupar las acce-
siones segtn los tipos mandarino Satsuma, mandarinos
Clementinos e hibridos, por lo cual es una herramienta
atil para evaluar la diversidad genética en el género Ci-
trus (Morillo et al, 2009; Mora et al,, 2013).

Morillo et al. (2014), utilizando ocho cebadores Mi-
crosatélites Amplificados al Azar (RAMs) evaluaron la
diversidad genética de 31 materiales de Prunus de la
coleccion de caducifolios de la Universidad Pedagogi-
ca y Tecnolégica de Colombia, con un coeficiente de
similaridad de 0.75 se formaron tres grupos de acuer-
do principalmente con las caracteristicas del fruto, con
un valor de heterocigosidad de 0.22. La técnica RAMs
fue util para evaluar la diversidad genética en especies
caducifolias.

Dentro de este contexto, este trabajo de investigacion
tuvo como objetivo principal hacer un anadlisis de la
variabilidad interespecifica con marcadores microsaté-
lites RAMs de los materiales de durazno y ciruelo, de
la coleccion de caducifolios que tiene la Universidad
Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia, como una
aproximacion hacia el planteamiento de estrategias de
hibridacion e identificacion de materiales élite.

Materiales y métodos

Se evaluaron un total de 28 accesiones de durazno,
11 de ciruelo, 2 de albaricoque (Prunus armeniaca) y
un almendro (Prunus dulcis) pertenecientes a la colec-
cion de caducifolios de la Universidad Pedagdgica y
Tecnol6gica de Tunja, establecido en la granja experi-
mental de Tunguavita, Paipa localizada a 36 Km de la
ciudad de Tunja con una latitud Norte de 5° 47704~
y longitud Oeste de 73°07° 17" con una temperatura
promedia de 15°C (tabla 1).
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Tabla 1. Materiales de Prunus de la coleccién de caducifolios de la Universidad Pedagégica de Colombia, utilizados para la
evaluacién de la diversidad genética.

N° Material Clasificacion segun el tipo de Fruto™
1 M-11 Sin clasificacién

2 Zapote Sin clasificacion

3 Premier Sin clasificacién

4 Zapallo Sin clasificacion

5 Florida Kind Var. Durazno propiamente dicha.
6 Diamante Var. Durazno propiamente dicha.
7 8631-C Sin clasificacion

8 Pero Sin clasificacién

9 Blanco Comtin Var. Durazno propiamente dicha
10 Rubidoux Var. Durazno-melocotén.

11 Marly Sin clasificacién

12 | T-Snow Sin clasificacién

13 Variedad Oro Sin clasificacion

14 Pezén de Venus Sin clasificacién

15 Melocotonero amarillo Sin clasificacion

16 Monarca Sin clasificacién

17 Dorado Var. Durazno propiamente dicha.
18 Princesa Sin clasificacién

19 Rey Negro Var. Durazno-melocotén.

20 Riograndense Var. Durazno propiamente dicha.
21 Melocotonero rojo Sin clasificacion

22 Coral Sin clasificacién

23 Cardenal Sin clasificacién

24 Elbertha gigante Sin clasificacién

25 Jarillo Var. Durazno-melocotén.

26 Conservero Var. Durazno propiamente dicha.
27 | Camuezo Var. Durazno propiamente dicha.
28 | Melocotén Rosado Sin clasificacion

29 Early Sin clasificacién

30 Real Beauty Var.Ciruelo-rojo

31 Beauty Var.Ciruelo-rojo

32 Ecuatoriano Var.Ciruelo-amarillo

33 Chileno-2

34 Horvin Var.Ciruelo-rojo

35 Methey Var.Ciruelo-rojo

36 Chileno Sin clasificacion

37 Morado Sin clasificacién

38 Reina Claudia Sin clasificacién

39 | Gold Fruly Sin clasificacion

40 Albaricoque Bulida Sin clasificacion

41 Albaricoque Canino Sin clasificacién

42 | Almendro Sin clasificacion

" Campos (2013)
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Caracterizacién molecular

La caracterizacion molecular se hizo en los labora-
torios de investigacion en Biologia Molecular, BIO-
PLASMA y GEBIMOL, de la Universidad Pedagogica de
Colombia, Tunja. Para la extraccion de ADN se utilizd
el protocolo de Dellaporta et al. (1983). Los ADN to-
tales se visualizaron en geles de agarosa al 0.8%, en
una camara Maxicell Primo EC-340 Electroforesis Gel
System. Para determinar la concentracién de ADN se
utilizé el fluorémetro Hoefer Dyna Quant 200 y se di-
luyé en agua tipo HPLC a un volumen total de 100
ul a 10 ng/ul y se almacené a -20 °C. Para el andlisis
RAMs se utilizaron ocho cebadores sintetizados por
Technologies Inc. Bioneer (tabla 2). Para la reaccion
de amplificaciéon con RAMs se preparé el coctel en un
tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un volu-
men final de 25 pl. La mezcla de reaccion se preparo
con buffer 1X, MgClI2 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, Taq
Polimerasa 1U, cebador 2 uM y ADN gendmico 10ng.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la técnica Microsatélites
RAMs.

Cebadores Secuencia (5°a3")
CCA DDB(CCA)s
CGA DHB(CGA)s
ACA BDB(ACA)s

GT VHV(GT);G
AG HBH(AG),A
CT DYD(CT);,C
TG HVH(TG), T
CA DBDA(CA),

Las siguientes designaciones se usan para los sitios de-
generados: H(AGTO6C);B(GAOTOC);V(G6AGCQC)
yD(GO6AOGT).

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador
PTC 100 Programmable Termal Controller (M). Re-
search, Inc). La desnaturalizacion inicial fue a 95 °C
durante 5 min; desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg,
hibridacién a una temperatura de 50 °C (cebador AG
ACA y CA), 55 °C (cebador CCA-TG-CT) y 58 °C (ce-
bador GT-CGA) durante 45 seg, una extension de 72
°C por 2 min, 37 ciclos desde la desnaturalizacién a
extension y por dltimo una extensién a 72 °C duran-
te 7 min. Los productos amplificados fueron separa-
dos por electroforesis en geles de poliacrilamida 37:1
(acrilamida: bisacrilamida) al 7 % a 150 v por 1 h en
una camara pequena de DNA Sequencing System, FB-
SEQ-3545 de Fisher Biotechnologies. La tincion se rea-
liz6 usando sales de plata siguiendo el protocolo de
Cres etal. (2001).

Andlisis estadistico

Se gener6 una matriz binaria de presencia (uno) y au-
sencia (cero). Para la seleccion de bandas polimérficas
se consideré como locus polimérfico aquel en el cual
la frecuencia del alelo mas comdn fue menor que el
95%. La similitud genética entre los individuos se cal-
culé utilizando el coeficiente de similitud de Nei y Li
(1979). El andlisis de agrupamiento se realiz6 con el
programa SAHN de NTSYS-pc (version 2.02g, 98) uti-
lizando el UPGMA, método grafico de agrupamiento
por parejas que usa el promedio aritmético no ponde-
rado. El dendrograma se construyé con el programa
TREE de NTSYS-pc (version 2.02g, 98). Para evaluar la
diversidad genética se estimé la heterocigosidad inses-
gada y el porcentaje de loci polimérficos utilizando el
paquete estadistico TFPGA (Tools For Population Ge-
netic Analices, version 1.3, 1997). Se utiliz6 el paquete
estadistico AMOVA®, por medio del programa AMO-
VA PREP para llevar a cabo el andlisis de varianza mo-
lecular (AMOVA) y asi poder determinar las diferencias
entre y dentro de los grupos formados. Se determiné
el f estadistico insesgado con un intervalo de confian-
za del 95 %.

Resultados y Discusién

El anélisis mediante el coeficiente de Nei-Li, a un nivel
de similitud de 0.75, diferencié a los materiales en 3
grupos (figura 1).

Los duraznos se clasifican por la presencia de tricomas
en la piel y por la adherencia de la pulpa al hueso en
duraznos propiamente dichos (Prunus pérsica L.) son
aquellos que tienen la piel aterciopelada y la pulpa uni-
da al hueso; el durazno-melocotén (Prunus pérsica l.)
es de piel aterciopelada, pero la pulpa no esta unida
al hueso, se llaman duraznos abridores o priscos y los
duraznos-nectarinos (Prunus pérsica var. Nectarino) es
de piel lisa y la pulpa no unida al hueso, se les denomi-
na duraznos calvos (Campos et al.,, 2013). Teniendo en
cuenta esta clasificacion en el Grupo |, se encuentran
las variedades de durazno propiamente dichas como
el Conservero, de pulpa amarilla con coloracion rojiza
alrededor del hueso, tamafno mediano fue introducido
del Ecuador y el Camuezo, de pulpa amarilla, produc-
cién prolifica, se utiliza como patrén para todas las va-
riedades de durazno y algunas de ciruelo. El Jarillo es
una variedad que se importa de Venezuela, de piel y
pulpa amarilla, en muchos viveros se usa como patrén
(Campos et al., 2013).

A nivel mundial, existen mas de 15,000 variedades de
durazno (Castro et al., 1998). En Colombia se destacan
las variedades fresa morado, Pezén de Venus, Fresa
blanco, Elberta gigante, Rubidoux, Frank, Ventura, Dia-
mante, Riograndense, Dorado, Conservero amarillo y
Zapallo (Ordofiez, 2007), algunas de las cuales se en-
cuentran dentro de este grupo.
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Figura 1. Dendrograma de 42 materiales de Prunus basado en el coeficiente de similitud de Nei-Liy calculado con ocho marcado-
res RAMs, con el método de clasificacion UPGMA, SAHN y TREE de NTSYs-pc Versién 1.8 (Exeter Software, NY, USA).

La mayor parte de los ciruelos evaluados en este estu-
dio se encuentran conformando el grupo Il. De acuerdo
con el color de la piel del fruto, se han clasificado en
amarillos como la variedad Ecuatoriana, que tiene bajo
contenido de pruina y se propaga vegetativamente,
para obtener patrones e injertar variedades de ciruelo
como Kelsey, Sangre Toro, Duarte y Beauty, que no son
compatibles con el durazno comiun, que es el patrén
usado comuinmente; y rojos como las variedades Beau-
ty, con pruina, forma acorazonada, comercialmente
es la mas abundante en el mercado, aunque es muy
susceptible a la manipulacién poscosecha; Methley, de
pulpa roja con sabor dulce, muy prolifica y de produc-
cion temprana, a pesar de su tamano no tiene proble-
mas de mercado; Horvin, piel roja con pruina, prolifica
y de cosecha temprana, se puede llegar a obtener dos
cosechas por afo, principalmente en zonas de régimen
bimodal de lluvias (Campos et al,, 2013).

El patron mas utilizado en la injertacion de ciruelo es
el Durazno Blanco Comdin, sin embargo, presenta in-

compatibilidades con algunas variedades de ciruelo.
El Flor Blanca también se utiliza pero con los mismos
problemas anteriores. Por lo cual se reemplazan con
ciruelos Ecuatoriano, Rojo Japonés o mirabolano, éste
dltimo se caracteriza por ser rdstico, de fruta de color
rojo, pequena y hoja pequena sin ningtin valor comer-
cial con fruta fresca. El almendro es una especie que
presenta buena compatibilidad en la injertacion con
las diferentes variedades de ciruelo, por lo cual se en-
cuentra haciendo parte de este grupo (Campos et al.,
2013).

En el grupo lll, encontramos entre las variedades mas
importantes de durazno a la variedad Florida que se ha
adaptado a las condiciones del Cauca, y es sembrada
alos 2400 m.s.n.m en los municipios de Silvia y Sotara.
Sus frutos son de buena calidad, muy jugosos de color
rojo y pulpa amarilla, la produccion empieza a los tres
anos después de la siembra y puede producir durante
20 anos (Serna y Oliva, 1999). Las variedades Dorado
y Diamante se caracterizan por tener una piel amarilla
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con ligera pigmentacion roja, pulpa amarilla oro con
coloracion rojiza alrededor del hueso. La primera pre-
senta buenas caracteristicas para la industrializacion, y
por su buen contenido de azucar, es excelente para el
consumo en fresco y la segunda se caracteriza porque
la planta es muy vigorosa y productiva. La variedad
Oro con un color amarillo atractivo presenta buenas
propiedades organolépticas (Baiza, 2004).

Dentro de las variedades de durazno-melocoton, tene-
mos a la Rubidoux, por ser resistente a la manipulacion
poscosecha, tener una pulpa amarilla con coloraciéon
rojiza y una forma ligeramente redondeada; y al Rey
Negro de piel amarilla con manchas rojas opacas, pre-
sencia de un pezén muy pronunciado, el cual le trae
problemas en la manipulaciéon poscosecha (Campos,
2013). El albaricoque canino, fue material que presen-
t6 menor similitud con el resto de los materiales eva-
luados, aunque se ha reportado mayor afinidad con
otras especies del género Prunus (Gallego, 2010).

En términos generales, los agrupamientos de los ma-
teriales de duraznos evaluados, con los marcadores
RAMs correspondieron de acuerdo a la especie eva-
luada, y a las caracteristicas del fruto al igual que en
otros estudios de diversidad genética usando marca-
dores microsatélites en Prunus (Stanys et al., 2008). Sin
embargo también se observa el alto grado de similitud
entre especies como el durazno y el ciruelo y de este
dltimo con el albaricoque, lo cual puede ser dtil para
el establecimiento de estrategias de hibridacion dentro
de un programa de mejoramiento genético de Prunus.

Los ocho cebadores RAMs utilizados para la caracte-
rizacion molecular en durazno, generaron un total de
121 alelos que fluctuaron entre 9 para el cebador GTy
26 para el cebador ACA, con pesos moleculares entre
260 y 1000 kb. El porcentaje de loci polimorficos va-
rié entre 71 a 98.7% para los cebadores CGA y CCA,
respectivamente (tabla 3). El nimero de alelos se con-
sidera adecuado para estimar parametros genéticos al
compararlo con los resultados obtenidos en otras es-
pecies de Prunus (Stanys et al., 2012; Fernandez et al.,
2009). El cebador CCA fue el que mayor aporte hizo a
la variacién genética observada, Fst de 0.65 (tabla 4)
lo que significa que puede ser util para lograr mayor
diferenciacion entre los materiales del género Prunus.

Los valores de heterocigosidad estuvieron compren-
didos entre 0.24 para el cebador CGA y 0.42 para el
CCA. El valor promedio de heterocigosidad para to-
dos los materiales evaluados en general fue de 0.33
mucho mas bajo que los encontrados en estudios de
diversidad genética usando SSRs realizados por, Ca-
rrasco et al. (2012) en 29 cultivares élites de ciruelo Ja-
ponés (Prunus salicina) y 4 cultivares de Prunus (0.80);
Barac et al. (2014) en 35 accesiones de Prunus cerasus
(0.39); Fon et al. (2013) en 94 cultivares de durazno y
nectarinas (0.45). Sin embargo fue mas alto que los va-
lores encontrados por Barac et al. (2014) al evaluar 7
accesiones de P. mahaleb (0.28), 22 de P. avium (0.31),

4 de P. fruticosa (0.31), 4 de P. serrulata (0.28) y 4 de
P. persica (0.19).

Tabla 3. Heterocigosidad estimada (He), nimero y
porcentaje de loci polimérficos para los ocho cebadores
RAMs evaluados con 42 materiales de Prunus evaluados.

N .

Cebador | N° Loci esti:eada Poli/:nl;i(::ilcos
ACA 26 0.28 88.5
AG 12 0.39 98.5
CA 15 0.34 93.3
CCA 13 0.42 98.7
CGA 21 0.24 71.4
CcT 14 0.38 85.7
GT 9 0.40 96.5
e 11 0.34 90.9
R I L

Los bajos niveles de heterocigosidad encontrados se
atribuyen a los sistemas de apareamiento ya que la
mavyoria de los cultivares de durazno son autocompati-
bles lo que favorece los procesos de autofecundacion
(Sassa et al, 1992). Bajos niveles de polimorfismos
también se han encontrado en materiales de cereza
dulce (Boskovic y Tobutt, 1997). Esto probablemente
refleja una estrecha base genética en el germoplasma
de ciruela dulce y de durazno. Sin embargo concuer-
da con las afirmaciones de Imbert y Lefévre (2003)
quienes consideran que un exceso de heterocigosidad
no es muy usual en especies arbéreas y que general-
mente esta se ve favorecida por la autoincompatibili-
dad y por los cruzamientos interespecificos (Stoeckel
etal., 2006). La estrecha base genética utilizada para el
desarrollo de cultivares y la existencia de ancestros co-
munes en los pedigree de duraznos y ciruelas, podrian
explicar los resultados encontrados (Okie y Hancock,
2008). En general los bajos niveles de variabilidad son
consistentes con los obtenidos usando diferentes mar-
cadores moleculares en especies del género Prunus
(Aranzana et al.,, 2010).

El coeficiente de diferenciacion genética (Fst) obteni-
do al evaluar los 42 materiales de Prunus, con los ocho
marcadores RAMs fue de 0.29, con una desviacion es-
tandar de 0.03 (tabla 4). Segliin Wright (1978), valores
de 0.25 muestran gran diferenciacion genética, lo cual
puede estar reflejado en el alto grado de domestica-
cion que han sufrido estos materiales, ya que la ma-
yoria de ellos corresponden a variedades comerciales.
Este valor es mas alto que lo encontrado por Carrasco
etal. (2012) en ciruelo (-0.13) y mucho mas alto que en
otras especies de polinizacion cruzada como cereza
(0.092; Stoeckel et al., 2006), almendro (0.15; Fathi et
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al, 2008) y albaricoque (0.04; Bourguiba et al,, 2010).
Lo anterior muestra que las variedades de durazno y
ciruelo son genéticamente menos diversas, contrario a
los resultados obtenidos por Fon et al. (2013), esto se
puede explicar teniendo en cuenta la historia evolutiva
de las diferentes especies en su proceso de domesti-
cacion y su sistema de propagacion clonal (McKey et
al,, 2010), pero también debido a que el durazno es la
especie menos polimoérfica del género Prunus por su
condicion de autogamia (Font et al,, 2014).

Tabla 4. Diferenciacién poblacional, estadistico Fst para los
42 materiales de Prunus evaluados con los ocho cebadores
RAMs evaluados.

Cebador Fst SD
ACA 0.21 0.02

AG 0.19 0.04

CA 0.24 0.04

CCA 0.65 0.04
CGA 0.13 0.03

CT 0.27 0.06

GT 0.18 0.01

TG 0.40 0.05
Poblacion total 0.29 0.03

Los marcadores RAMs discriminaron a los materiales
en tres grupos a unas distancias genéticas muy reduci-
das (0.75) mostrando asi el grado consanguinidad que
existe entre ellos. Carrasco et al. (2012) encontré valo-
res de similitud comprendidos entre 0.57 a 0.99 al ca-
racterizar con marcadores SSR e ISSR 29 cultivares de
ciruelo Japonés (Prunus salicina) y 4 de durazno. Tam-
bién se han encontrado alto valores de similitud entre
y dentro de las diferentes especies del género Prunus
(Yoon et al,, 2006; Fernandez et al., 2009). El Andlisis
de Varianza Molecular (AMOVA) para los tres grupos
mostré que la variacion se encuentra entre los grupos,
que correspondi6 a una varianza de 75% (tabla 5), el
25% restante se debié al componente varianza genéti-
ca dentro de los grupos.

La similitud existente entre los diferentes materiales
evaluados soporta la idea que existe una alta capaci-

dad para la hibridacién y el flujo genético entre las es-
pecies de Prunus evaluadas. La estrecha base genética
usada para el desarrollo de variedades podria explicar
estos resultados, pues los materiales estudiados pue-
den tener un ancestro comdn entre su pedigree (Okie
y Hancock, 2008).

El alto grado de sintenia que se presenta entre los ge-
nomas de durazno y ciruelo, como se pudo observar
en este estudio, puede ser aprovechado para produc-
cion de hibridos ya que hay estudios que muestran
como estas dos especies son utilizadas para la gene-
racién de nuevos y mejores materiales dentro de es-
trategias de mejoramiento del género Prunus (Frecon,
2006; Reales et al., 2010). El uso de marcadores mole-
culares, el andlisis de secuencias (Scalabrin et al., 2013;
Vicedomini et al, 2013) permitiran un estudio mas de-
tallado del genoma de las especies de Prunus y al vez
seran una herramienta util para complementar y hacer
mas eficientes las estrategias de hibridacién entre las
especies del género Prunus.

Conclusién

La caracterizacion molecular con marcadores RAMs
de la coleccion de duraznos y ciruelos de la Universi-
dad Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia, mostro
que hay un alto grado de similitud entre los materiales
evaluados, por lo cual la diversidad fue baja, sin em-
bargo, esto muestra el alto grado de consanguinidad
de las especies evaluadas y que puede ser usada efi-
cientemente dentro de esquemas de hibridacion que
conduzcan hacia la obtencién de nuevos y mejores
materiales de Prunus.
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Resumen

Se estandarizaron las condiciones de iniciacion, multiplicacion, enraizamiento y aclimatizacién de plantas hermafroditas
de lechosa cv Maradol provenientes de brotes axilares, producidos en recipientes de inmersién temporal RITA®. En cada
envase, contentivo de 200 ml de medio de cultivo liquido de Fitch, se colocaron cuatro brotes de 2 a 3 cm de longitud. Los
biorreactores se conectaron a tres lineas de inmersién de 5, 2 y 1 min cada 4h y se colocaron 6 envases en promedio por
linea, en condiciones de fotoperiodo de 16 h. Transcurridos 30 a 45 dias, se cuantificaron los brotes y se clasificaron de
acuerdo al tamafo: < 2 cm (pequenos), entre 2 a 3 cm (medianos), > 3 cm con y sin raiz (grandes). Los dos primeros tipos
de brotes se continuaron multiplicando en los mismos medios; y los mas elongados se aclimatizaron utilizando el Sistema
Autotréfico Hidropdnico (SAH). Se determind la sanidad y la fidelidad de las plantas producidas mediante pruebas de ELISA
y RAPD, respectivamente. Durante un periodo de 6 meses se reciclaron un total de 47 recipientes, los cuales produjeron
1.091 brotes: 377 pequenos; 482 medianos; 175 grandes sin raiz y 57 con raiz. Usando el SAH se obtuvo 89,5% de plantas
aclimatizadas cuando se usaron brotes enraizados, y 41,6% a partir de brotes sin raices. Con la combinacién de las téc-
nicas RITA y SAH se logré un sistema continuo y eficiente de produccién de plantas sanas y fieles al tipo, en comparacion
con los métodos convencionales de micropropagacion y aclimatizacion.

Palabras clave: Carica papaya, RITA®, sistema autotréfico, estabilidad genética.

Abstract

We standardized initiation, multiplication, rooting and acclimatization conditions of papaya cv Maradol hermaphrodite
plants from axillary buds produced in temporary immersion reactor RITA®. Recipients contained 200 ml of Fitch liquid cultu-
re medium, and four shoots of 2 to 3 cm. in length were placed in each. The bioreactors were connected to three different
immersion lines of 5, 2, and 1 min each 4h, with 6 containers per line on average, in 16 h photoperiod. After 30 to 45 days,
the shoots produced were quantified and classified according to size: <2 cm (small), from 2 to 3 cm (medium), >3 ¢cm with
or without roots (large). The first two types of shoots were multiplied in the same culture media, and more elongated shoots
were acclimatized using Autotrophic Hydroponic System (AHS). The sanity and fidelity of the produced plants were de-
termined using ELISA and RAPD, respectively. For a period of six months 47 vessels were recycled and 1,091 shoots were
produced: 377 small; 482 medium; 175 large without roots and 57 rooted shoots. Using AHS, 89.5% acclimatized plants
were obtained when rooted shoots were used, and 41.6% from rootless shoots. With the combination of RITA and AHS
techniques we achieved a continuous and efficient production of healthy and true to type papaya plants, in comparison to
conventional micropropagation and acclimatization procedures.

Key words: Carica papaya, RITA®, autotrophic system, genetic stability.
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Introduccién

La lechosa (Carica papaya L.) es uno de los frutales
tradicionales de mayor importancia en Venezuela,
con una superficie sembrada de 10.614,01 ha y una
produccion de 199.002 Tm (FAO, 2013). En la actua-
lidad se ha alcanzado un gran avance tecnoldgico en
este rubro y la tendencia es a sustituir los huertos de
cultivares criollos de baja tecnologia por hibridos del
grupo Maradol, dependientes de semillas certificadas
importadas, las cuales producen plantas uniformes de
menos porte, mayor productividad y calidad de los fru-
tos (Aular y Casares, 2011).

La lechosa se propaga convencionalmente por semi-
llas, sin embargo se han senalado problemas de laten-
cia, los cuales afectan la germinacién y conservacion
a mediano vy largo plazo, por lo que la siembra debe
efectuarse lo mas cercano posible a la época de reco-
leccién; solo un porcentaje de las plantas son andro-
monoicas, con flores hermafroditas, y producen frutos
elongados comerciales, y por esta razon se siembran
tres plantas por punto; se producen plantas heterogé-
neas cuando provienen de semillas no seleccionadas
e hibridos; ademas, la sanidad de las semillas debe es-
tar garantizada, ya que algunas enfermedades, como
la bacteriosis producida por Erwinia sp., se transmiten
por esa via (Guevara et al.,, 1993; Posada, 2005).

Con protocolos eficientes de micropropagacion de
cultivares hermafroditas de lechosa se reduciria de
6.000 a 2.000 el nimero de plantas que se necesita-
rian para sembrar una hectarea. Ensayos de campo
han demostrado que las plantas obtenidas de la micro-
propagacion de yemas resultaron uniformes, conserva-
ron 100% de hermafroditismo y sus frutos elongados,
mientras que las plantas de semillas mostraron solo
75% de flores hermafroditas y por lo tanto 25% dieron
frutos redondos que son menos comerciales (Talavera
et al., 2009). En este frutal, los protocolos de micro-
propagacion precisan ser mejorados para llevarlos a la
fase comercial. Se consideran superadas las fases de
iniciacion a partir de plantas de campo, la elongacion y
la multiplicacion de cultivares, hibridos y plantas trans-
génicas, particularmente se han logrado coeficientes
de multiplicacion altos (entre 2,5 hasta 12 veces). Sin
embargo, los bajos porcentajes de enraizamiento in
vitro y ex vitro de los brotes, y la alta mortalidad de las
plantulas obtenidas in vitro durante la fase de aclima-
tizacion se han sefalado como los principales cuellos
de botella, y en mas de una década se han generado
diversos trabajos que abordan estos temas (Chan et al.,
2003; Rohman et al., 2007; Talavera et al., 2009).

Adicionalmente, en un esquema de propagacion co-
mercial, la presencia de virus en los tejidos in vitro ini-
ciales se deberian monitorear. Este aspecto no ha sido
abordado en los trabajos revisados sobre micropropa-
gacion. Los virus que afectan con frecuencia al cultivo
de lechosa son: la Mancha Anillada de la Lechosa (Pa-
paya ringspot virus, PRSV), el Mosaico de la Lechosa

(Papaya mosaic virus, PapMV) y el Mosaico del Pepino
(Cucumber mosaic virus, CMV). A fin de detectarlos, el
uso de la técnica de inmunodiagndstico ELISA (enzy-
me linked immunosorbent assay), es la estrategia mas
sencilla, econémica y eficaz, ya que estos virus son
muy buenos inmundgenos, permitiendo obtener anti-
cuerpos policlonales con muy altos titulos. En el pais se
han obtenido de manera experimental anticuerpos po-
liclonales especificos contra la proteina de la capside
viral (Marys et al., 2000), sin embargo, existen estuches
comerciales de comprobada eficiencia como Agdia®,
empleados extensamente en el mundo para el diag-
noéstico de estos y otros virus.

El desarrollo de sistemas de inmersion temporal (SIT)
ha permitido la optimizacion de la multiplicacion de
especies vegetales, y la propagacién a escala comer-
cial, debido que se reducen los costos operativos
mediante el uso de los medios liquidos, de mayor faci-
lidad de manipulacién; se disminuyen los tiempos de
establecimiento de los explantes iniciales in vitro; se
aumentan las tasas de multiplicacion de los explantes;
se obtienen plantas con mayor vigor, en comparacion
con las formas convencionales de propagacion in vi-
tro en medios semisdlidos o liquido semisumergido o
sumergido; las plantas se comportan mejor durante
la fase de aclimatizacién, que el material obtenido de
medios semisolidos y liquidos; se posibilita la automa-
tizacion de algunas de las etapas del cultivo in vitro,
lo cual reduce el trabajo manual para la producciéon
comercial de plantas (Colmenares y Giménez, 2003;
Berthouly y Etienne, 2005; Niemenak et al., 2008). Sin
embargo, pueden aparecer anormalidades fisiologicas,
especialmente la hiperhidricidad, la cual se reduce al
exponer los explantes al medio liquido de manera in-
termitente, por lo que se considera crucial ajustar los
tiempos de inmersion, de manera de evitar la expre-
sion de la hiperhidricidad (Berthouly y Etienne, 2005).

Los SIT pueden utilizarse en la propagacion masiva de
plantas elites, mediante la multiplicacién de brotes axi-
lares, microtubérculos y embriones somaticos. Se han
sefalado experiencias exitosas de micropropagacion
de frutales, como la uva, Amelanchier x grandifolia,
bananos, platanos, citricos, pifia, usando diferentes
sistemas de inmersion temporal, y algunas de ellas, se
producen en escala comercial (Colmenares y Gimé-
nez, 2003; Jiménez 2005; Berthouly y Etienne, 2005;
Niemenak et al., 2008).

En lechosa, se conocen algunas experiencias previas
de micropropagacién mediante sistemas de inmersion
temporal. Damiano et al. (2003), utilizando el sistema
de doble frasco, operado manualmente, obtuvieron
mayores tasas de propagacién de brotes de lechosa,
al compararlo con los cultivos en medio semisdlido y
liquido estacionario. Posada et al. (2003), emplearon
el SIT para la multiplicacion y germinacion de embrio-
nes somaticos de lechosa cv. Maradol Roja, usando
sistemas de filtracion ‘Sartorius’ de 250 ml de capa-
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cidad. La frecuencia de inmersién fue de tres veces
al dia durante un minuto. Como resultado fue posible
multiplicar los embriones somaticos, logrando coefi-
cientes de multiplicacion de 40, en el medio de cultivo
suplementado con 1 mg.l" de 2,4-D, transcurridos 45
dias, y una germinacion del 87%. Existe un estudio an-
terior sobre cultivos liquidos de embriones somaticos
en agitacion, para el escalamiento de la produccion
masiva de plantas de lechosa (Castillo et al., 1998), en
el cual se cuantifica y evalda el potencial de la produc-
cion de embriones somaticos, a partir de explantes de
hipocotilos de papaya cv. Solo, en medios liquidos en
agitacion, a 120 rpm. Segun esta investigacion, se pro-
dujeron 455 embriones somaticos por cada 200 mg
de callo, en el medio liquido de maduracion, después
de 112 dias, en comparaciéon con 174 en medio soli-
dificado. Segun los autores, el uso de un sistema liqui-
do para la produccién de embriogénesis secundaria
resulté una estrategia mas eficiente para la prolifera-
cion a gran escala de embriones inmaduros, ya que se
requieren periodos de cultivo mas cortos para obtener
mayores rendimientos. Se indica que el sistema liquido
es adecuado para la automatizacion de la produccién
rapida de embriones somaticos y la propagacién con-
tinua en biorreactores.

En cuanto a la estabilidad genética de las plantas mi-
cropropagadas, se ha demostrado que son estables, a
partir de la proliferacién de brotes axilares y meriste-
mos, por sus caracteristicas morfologicas, agronémicas
e industriales y por los analisis citol6gicos, isoenzima-
ticos y moleculares, y se considera el sistema mas
adecuado para la multiplicacion clonal de la lechosa
(Lopez et al., 2006). Sin embargo se han observado
pequenas diferencias entre plantas micropropagadas
y las producidas por semilla, siendo las primeras lige-
ramente de menor porte y mas precoces, lo cual es
ventajoso para la cosecha (Fitch et al., 2005, May et al.,
2007, Talavera et al.,, 2009). Por otro lado, cuando se
ha utilizado la embriogénesis somatica como proceso
de micropropagacion, se han conseguido variaciones
morfoldgicas tales como, la altura de la planta, nimero
y longitud de flores, al igual que nimero de frutos, las
dimensiones y la forma de los mismos, sobre todo
cuando se usaron altas concentraciones de 2,4-D (15
mg.l"), y estas diferencias se pudieron asociar a patro-
nes polimérficos obtenidos en el analisis molecular del
ADN usando iniciadores arbitrarios (RAPD) (Homhuan
et al, 2008). En otro estudio y con concentraciones
bajas de 2,4-D, de 2 mg.I", hubo un porcentaje alto de
variaciones de ploidia, del 14%, en las plantas in vitro
regeneradas (Clarindo et al., 2008). Las tasas de multi-
plicacién pudieran ser aumentadas significativamente
en 20 veces o mas al utilizar la embriogénesis somati-
ca, pero existe el riesgo de aumentar la variabilidad de
las plantas producidas (Posada, 2005; Clarindo et al.,
2008; Homhuan et al., 2008).

En el presente trabajo se estandarizaron las condicio-
nes de iniciacion, multiplicacion y enraizamiento, de

plantas de lechosa hermafroditas a partir de brotes
axilares, en Recipientes de Inmersién Temporal Au-
tomatizado (RITA®); y la aclimatizacién de las plantas
micropropagadas; ademas se evalu6 la estabilidad ge-
nética y la sanidad de las mismas, mediante marcado-
res RAPDs y la técnica de ELISA, respectivamente.

Materiales y métodos

Micropropagacion a partir de brotes axilares de
plantas hermafroditas, tipo 1V o elongata, del cv.
Maradol en recipientes de inmersion temporal

Siembra de los brotes axilares en los medios liquidos
y semisolidos

Material vegetal. Se emplearon brotes axilares de
plantas hermafroditas cv. Maradol, obtenidos de culti-
vos semisélidos, los cuales se colocaron en recipientes
de inmersién temporal automatizados RITA® (CIRAD,
Francia), con 200 ml de medio de cultivo liquido. Los
medios estuvieron constituidos por las sales y vitami-
nas de Murashige y Skoog (1962), complementados
con bencil amino purina (BAP) (0,2 mg.') y cinetina
(0,1 mg."") (Fitch, 1993). Se implantaron cuatro brotes,
de 2 a 3 cm de longitud por recipiente, en condicio-
nes asépticas. Los recipientes se conectaron a tres li-
neas, con los siguientes tiempos de inmersion: linea 1:
5 min.4h™; linea 2: 2 min.4h”; linea 3: 1 min.4"h y se
colocaron 6 envases en promedio por linea, en condi-
ciones de fotoperiodo de 16 h de iluminacion diaria,
a una intensidad de 32 pmolm?s” de luz fluorescente
blanca, una temperatura entre 23,2 y 25°C, y HR en-
tre 50,9 a 55,4%. Transcurridos entre 30 a 45 dias, se
cuantificaron los brotes nuevos enraizados o sin raiz
obtenidos y se clasificaron de acuerdo al tamafo, por
un periodo de seis meses. Los brotes menores de 2 a
3 c¢cm se continuaron multiplicando en los mismos me-
dios de cultivo; los brotes elongados >3 cm enraizados
o sin raiz se aclimatizaron utilizando el Sistema Auto-
trofico Hidropdnico (SAH) (Rigato et al., 2001). Ade-
mas se calculd la tasa de proliferacion de las lineas de
produccion (ndmero de brotes producidos - nimero
de brotes sembrados/ndmero de brotes sembrados).

En el caso de las siembras en cultivo semisélidos, se
utilizaron envases de vidrio de 200 ml, contentivos de
30 ml de medio Fitch (1993), solidificado con agar a
7gl", en los cuales se implantaron 4 brotes medianos,
de 2 a 3 cm de longitud, en un total de 15 frascos, y se
reciclaron transcurridos entre 30 a 45 dias. Los frascos
sembrados permanecieron a las mismas condiciones
de luz y temperatura especificadas anteriormente. Este
ensayo se repitié una vez. Se calcul6 la tasa de prolife-
racion de los brotes en los medios semisélidos como
se menciono en el parrafo anterior.

Se elabor6 una matriz de datos categorizados por Ii-
nea y mes con las variables: nimero de envases sem-
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brados, nimero de envases cosechados, tipos de
brotes, nimero de brotes, nimero de brotes conta-
minados con bacterias y hongos. La matriz fue tabu-
lada en la hoja de céalculo Microsoft® Excel 2007 y
exportada a la aplicacion Infostat v. 1.0/P (InfoStat,
2002). Los datos fueron modelados bajo un arreglo
factorial 3x4 (Ndmero de lineas x Tipos de brotes)
con 4 repeticiones, bajo un diseno totalmente alea-
torizado, para cada mes de produccion. Ademas, se
analizé el conjunto de la produccién a los seis me-
ses mediante un anadlisis de la varianza combinado
en el tiempo (mes, linea y tipo de brote). Previamen-
te fueron probados exitosamente los supuestos de
normalidad para ambos modelos Infostat (InfoStat,
2002). Para el andlisis de la interaccion Linea x Tipo
de brote, se empleé la prueba de Ji al cuadrado a un
nivel de p=0,05. El andlisis factorial de Correspon-
dencias Mdltiples fue empleado para observar los
patrones de asociacion entre las tres lineas de pro-
duccién y los cuatro tipos de brote (Agresti, 1990;
Greenacre y Hastie, 1987).

Aclimatizacion: Se utilizaron dos métodos para la acli-
matizacién de los brotes.

Método convencional: Se aclimatizaron 304 brotes
enraizados o no, procedentes de los RITA®, usando el
procedimiento convencional: Se preparé una mezcla
de sustrato comercial Sunshine® N°5 y tierra cernida
en proporcién 3:2, luego se esterilizé y se llenaron
vasos plasticos de 270 ml previamente perforados.
Los brotes con raices se lavaron con suficiente agua
destilada para eliminar completamente el agar, to-
mando la precaucion de no danar las mismas. Los
brotes sin raiz fueron tratados con una solucion de
AIB a 8 mg.L" (Posada, 2005). Los brotes fueron trans-
plantados individualmente en los vasos plasticos, y se
cubrieron con otro vaso transparente, de menor ca-
pacidad, con la finalidad de crear una camara hdme-
da con un microclima adecuado para su adaptacion.
Se regaron con una solucion compuesta por sales MS
al 50%, cada dos a tres dias. A partir de la segunda
semana, se retiraron progresivamente los vasos que
cubrian las plantas hasta lograr la aclimatizacién de
la misma. Posteriormente se transplantaron a bolsas
negras o materos.

Sistema de aclimatizacion hidroponico (SAH): Se
sembraron 24 brotes enraizados, y 24 brotes sin raiz,
cada tipo separadamente, en cajas plasticas transpa-
rentes desechables de 32 x 25 c¢cm, conteniendo sus-
trato comercial Sunshine® N°5, al cual previamente se
le aplicé una solucion compuesta por sales MS al 50%,
en una proporcion 1:1 (peso/volumen). En las cajas se
aplicé 400g de sustrato y el riego se realizé una vez
por semana con la solucion antes mencionada. Esta
experiencia se repitié una vez.

En ambos métodos los brotes trasplantados se man-
tuvieron en una temperatura de 23,2 a 25°C y una

humedad relativa de 50,9 al 55,4%, en cdmaras de cre-
cimiento con 16 h de iluminaciéon diaria.

Se evalu6 el porcentaje de sobrevivencia durante la
aclimatizacion (nimero de brotes enraizados aclimati-
zados/ndimero de brotes sembrados x 100). Se aplicé
una prueba binomial a los porcentajes de sobreviven-
cia obtenidos. Las plantas estuvieron aptas para la
siembra en campo en un periodo de tres a cuatro me-
ses y fueron transplantadas en cuatro areas diferentes
del estado Aragua, en donde fueron evaluadas morfo-
l6gicamente (datos no mostrados).

Extraccion y amplificacion de ADN de lechosa
por RAPD

Se muestrearon 20 brotes tomados al azar de los
RITA®, en las lineas de produccién. Para la extraccién
del ADN se utiliz6 el protocolo de Dellaporta modifica-
do por CIAT (1999), a partir de tejido foliar.

Una vez extraido el ADN gendmico se verifico su cali-
dad y concentracion. Los 20 iniciadores utilizados fue-
ron las veinte secuencias de la serie OPA de Operon
technologies, segtin el protocolo de Chen etal. (2011).
La visualizacion y analisis se realizé con el equipo Che-
mi -Doc Bio Rad, Software Quantity One Version 4-2.
Los productos RAPD se compararon con el patrén de
peso molecular del ADN del fago Lambda digerido con
BST E2.

Aplicacion de las pruebas diagndstico de virus
fitopatdgenos en las plantas regeneradas

Se usaron hojas de los brotes de lechosa cv. Maradol
provenientes de la propagaciéon masiva en los RITA®,
para la deteccion de los virus fitopatégenos. Se toma-
ron cuatro muestras aleatorias de los brotes multiplica-
dos en las tres lineas de inmersion.

La técnica de diagnéstico que se utilizé fue los inmu-
noensayos ELISA directos con doble capa de anticuer-
pos policlonales y anticuerpo de deteccién conjugado
con fosfatasa alcalina, de la casa comercial AGDIA®,
los cuales fueron disenados especificamente para de-
teccion de los virus que afectan mas frecuentemente
a la lechosa, tales como, la Mancha Anillada de la Le-
chosa (Papaya ringspot virus, PRSV), el Mosaico de la
Lechosa (Papaya Mosaic Virus, PapMV) y el Mosaico
del Pepino (Cucumber mosaic virus, CMV). Se usoé el
protocolo descrito por Noa-Carrazana et al. (2007)
para su aplicacion. Se incluyeron testigos negativos
0 sanos y positivos (suministrados con el estuche y
disponibles en el laboratorio). Las lecturas se realiza-
ron a una longitud de onda de 405 nm, para medir
absorbancia con un espectrofotémetro o lector de
placas de ELISA, marca LAB SYSTEM, modelo MultiS-
kan EX. Para el calculo del punto de corte se utilizo
el doble del valor del promedio de absorbancia del
testigo sano.

Micropropagacién de lechosa en recipientes de inmersién temporal
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Resultados y discusién

Micropropagacion a partir de brotes axilares de
plantas de lechosa hermafroditas, tipo IV o elongata
cv. Maradol en recipientes de inmersion temporal

Durante un periodo de seis meses se cosechd un to-
tal de 47 recipientes, en las tres lineas, con diferentes
tiempos de inmersion, los cuales produjeron un total
de 1.091 brotes. Se produjo un promedio mensual de
182 brotes, en 6 envases cosechados por mes, como
promedio. El rango de brotes cosechados por mes
fluctud, entre 68 y 298, al igual que los envases cose-
chados, los cuales estuvieron entre 4 a 12.

Los brotes producidos fueron clasificados de la siguien-
te manera: 377 brotes pequenos (<2 cm), 482 brotes
medianos (2 a 3 cm), 175 brotes grandes (mayores de
3 c¢m) sinraiz y 57 brotes grandes con raiz. La mayoria
de los brotes fueron de tamano mediano, cercano a la
mitad de los brotes producidos (44,18%), y sirvieron
para ser reciclados y multiplicados en los RITA®; los
brotes grandes, enraizados y sin raices, representaron
el 21,26%, y se aclimatizaron directamente. Por otro
lado, los brotes pequefos (34,56%), se colocaron en
medios semisolidos Fitch (1993), para su mantenimien-
to y desarrollo. Segtin el ANAVAR no hubo diferencias
significativas con respecto al nimero total de brotes

producidos en las tres lineas de inmersion evaluadas,
sin embargo se observd que difieren en cuanto al tipo
de brotes producidos: en las frecuencias de 1y 2 min
se produjo la mayor cantidad de brotes de tamafno <2
cm; en la frecuencia de 5 min. 4h?' fue mayor la pro-
liferacion de brotes de 2-3 cm; asi mismo los brotes
mayores de 3 cm, con y sin raiz se produjeron predo-
minantemente en la linea con una frecuencia de riego
de 2min.4h?. De esta manera, en las lineas de 1y 5
min.4h" se produjo una mayor cantidad de brotes pe-
quenos y medianos, y la frecuencia de 2 min.4'h sirvié
para la produccion de los cuatro tipos de brotes, inclu-
yendo los elongados, enraizados o sin raiz, aptos para
la fase ex vitro (tabla ). Lo descrito anteriormente se
puede visualizar en el andlisis de correspondencia mdl-
tiple entre el tipo de brote y la frecuencia de inmersién
(figura 1). En general, hubo fluctuaciones en el nimero
promedio de brotes/mes, en las lineas de produccion,
con una mayor cantidad de brotes en los primeros tres
meses y en el mes 6 (Datos no mostrados).

De acuerdo a los resultados anteriores, las tasas de
proliferacion se calcularon en 5,3, 6,0 y 5,9 veces, para
las Iineas 1, 2 y 3, respectivamente, y la tasa de prolife-
racion promedio de 5,7. En los resultados de Damiano
et al. (2003), esta tasa fue significativamente mas alta,
de hasta 24 £ 3,32 para brotes de lechosa micropro-
pagados en el SIT de doble frasco, con un periodo de

Figura 1. Analisis de correspondencias miiltiples entre las tres frecuencias de inmersién (1, 2 y 5 min cada 4h) y los tipos de brotes
de lechosa producidos en los RITA, a los seis meses de la micropropagacion.

Contribucién a la prueba Ji cuadrado

Autovalor Inercias Ji cuadrado (%) % acumulado
1 0,80 0,63 272,20 28,10 28,10
2 0,65 0,42 179,20 18,50 46,60

74

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 70-78



Tabla 1. Numero acumulado de acuerdo al tipo de brote de lechosa cv Maradol producido en los RITA®, usando tres lineas de

frecuencias de inmersidn, a los seis meses de la micropropagacién.

Tipo de brote
Linea de i io N ]
mea. € ihmersion <2cm 2-3cm >3cm sin raiz | >3cm enraizados | Total general
(min cada 4h)
1 151 164 47 18 380
2 137 143 68 21 369
5 89 175 60 18 342
Total 377 482 175 57 1091
Ji Cuadrado Pearson 22,51 6 p: 0,0010
Ji Cuadrado MV-G2 23,16 6 p: 0,0007
Coef.Conting.Cramer 0,08
Coef.Conting.Pearson 0,14

inmersion de 60 min/dia, en medio de multiplicacién
MS con 0,15 y 0,015 mg.l" de BAP y AIB, respectiva-
mente, en comparacion con los testigos en medios se-
misolidos, y hubo inhibicién en la multiplicacion de los
brotes, en los cultivos liquidos estéticos. Sin embargo,
los brotes proliferados se mostraron poco elongados y
dificiles de separar para la siguiente etapa de enraiza-
miento in vitro, la cual no fue abordada en ese trabajo.

Las tasas de proliferacion encontradas en la presente
investigacion fueron similares, a las obtenidas en café
(C. arabica y C. canephora), durante la multiplicacion
de micro esquejes (Berthouly y Etienne, 2005) y en
brotes de banano (Alvard et al., 1993), con tiempos
de inmersién de 20 min.2h?', con este mismo sistema.
Sin embargo, Colmenares y Giménez (2003), lograron

tasas mucho mas altas, trabajando con varias especies
de musdaceas, 8,4 para banano cv. Williams y 11,2
para platano Hartén, con tiempos de inmersion de 20
min.4h'.

Los brotes producidos por la proliferacién de las ye-
mas axilares de lechosa cv. Maradol, en los RITA®,
formaron macollas, alrededor de los brotes iniciales
y fueron mas alargados que los de los medios semi-
solidos. Por otro lado, debido al empobrecimiento de
los medios liquidos, después de los 30 dias en cultivo,
hubo senescencia de las hojas y se indujo el enraiza-
miento de algunos de los brotes. Las raices producidas
tuvieron un aspecto normal fibroso, sin formacién de
callo en la base (figura 2 b).

Figura 2. Proceso de micropropagacién de plantas de lechosa cultivar Maradol a partir de brotes en los RITA® y aclimatizacién
mediante el sistema autotréfico hidropdénico (SAH). a) RITA mostrando el crecimiento de los brotes en condiciones controladas;
b) detalle de la produccién de brotes y plantulas en uno de los envases; c) aspecto de los brotes sin raices, provenientes de los
RITA, tratados con AlB; d) Endurecimiento paulatino de las plantas, después de los 26 dias del trasplante, en el sistema autotré-
fico hidropdnico (SAH); e) Detalle del desarrollo de las raices de las plantas; f) Desarrollo de las plantas aclimatizadas, 26 dias

después del transplante en el SAH.

Micropropagacién de lechosa en recipientes de inmersién temporal
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Con la micropropagacion de brotes de lechosa en los
RITA® no hubo necesidad de la aplicacion de acido
giberélico (AGs) para la elongacion de los brotes, ni
de auxinas para la induccién de raices, como ha sido
recomendado por varios autores (Drew et al,, 1991;
Solis et al., 2011). Este proceso hace innecesarios los
cambios a diferentes medios de cultivo, hecho que
disminuye los costos operacionales de elaboracién y
la manipulacion, ademds que acorta los tiempos de
produccion de plantas completas.

En este estudio, las tasas de multiplicacion obtenidas
en el sistema RITA® y el vigor de las plantas fue mayor,
mas del doble, en comparacién con la estimada de
2 a 2,5, en el sistema convencional semisdlido, cada
30 a 45 dias. En este dltimo caso, los brotes fueron
mas pequefnos y rara vez enraizaban en el medio de
multiplicacion. Algunos autores han reportado tasas
de proliferacion similares de 3,42 (Solis et al., 2011),
sin embargo, otros autores han obtenido tasas mucho
mayores de 7,50, 9,87, 12,73 veces (Lai et al., 2003;
Gallardo, 2002; Rohman et al.,, 2007), en medios se-
misolidos.

En la presente investigacion, la aparicion de brotes
hiperhidricos fue baja (plantas de 3 envases de los
47 cosechados), lo que represent6 el apenas 6% de
los envases utilizados. De igual manera, Damiano et
al.(2003) y Posada et al.(2003), no encontraron pro-
blemas de hiperhidricidad en los brotes o embriones
somaticos micropropagados.

El porcentaje de contaminacion fue bajo (12,5%), en
los primeros 2 meses, predominantemente de origen
bacteriano (5%), posiblemente debido a contamina-
cion endogena de los tejidos, la cual no fue percibida
en los medios semisélidos. Varios autores han sefala-
do la presencia de bacterias endbgenas, no fitopato-
genas, en el cultivo in vitro de lechosa (Posada, 2005),
este problema fue facilmente detectable en los medios
liquidos, lo cual hizo que los brotes contaminados fue-
ran descartados al inicio de la micropropagacion; y
durante la produccion de brotes en los meses 2, 5y 6,

hubo una baja contaminacién por hongos (7%), debi-
do posiblemente a contaminacién del ambiente.

Aclimatizacion de brotes y las plantas de lechosa

Utilizando el método convencional se lograron por-
centajes de sobrevivencia bajos: 40,9% y 49,0%,
utilizando brotes > 3 cm enraizados o no, respectiva-
mente, y no hubo diferencias significativas entre los
resultados (tabla 2).

Utilizando el SAH, se increment6 el porcentaje de
plantas aclimatizadas, lograndose un 89,5% cuando
se usaron brotes de >3 cm enraizados in vitro, sin em-
bargo fue bajo cuando se aclimatizaron brotes sin raiz,
y hubo diferencias significativas entre estos porcenta-
jes (tabla 2).

La sobrevivencia in vivo durante la aclimatizacion fue
mayor con los brotes enraizados in vitro, en compa-
racion los resultados logrados por otros autores, los
cuales oscilan entre 65 y 85%, (Posada, 2005; Tetsushi
et al,, 2008; Anandan et al., 2011). Aproximadamente
a los 26 dias, las plantas se mostraron muy vigorosas,
presentaron abundantes raices fibrosas, y estuvieron
aptas para el transplante a macetas (figura 2 d, e, f).
Cuando se usaron los brotes sin raices se observo la
aparicion de raices en algunas de las plantas, a los 30
dias de transplantadas en el sustrato, y hubo que espe-
rar 30 dias mas para que estuvieran aptas para el tras-
plante a macetas. En la fase de aclimatizacion parecio
necesario la presencia de raices para una mayor so-
brevivencia en el sustrato estéril, tal como ha sido se-
nalado por otros autores, quienes han observado que
si bien las raices no son del todo funcionales debido
a la escasez de pelos absorbentes, un mayor tamano
y nimero de raices inducen la formacion ex vitro de
nuevas raices y pelos absorbentes, que extraeran del
suelo los nutrientes necesarios para el desarrollo de las
plantulas (Solis et al., 2011).

Las bandejas tuvieron ventajas con respecto al uso de
vasos individuales, en cuanto a que implicé una mayor
facilidad en el manejo de los lotes de plantas en un

Tabla 2. Porcentajes de sobrevivencia de los brotes con o sin raices aclimatizados de lechosa cv Maradol, producido en los RITA®.

Sl ﬂ(:“?;:::)aﬁzadén Método Convencional (%) Método SAH (%)
Brotes >3cm sin raiz 40,9 41,6
Brotes >3 c¢m enraizados 49,0 89,5
Promedios 44,95 65,55

Método convencional: brotes aclimatizados en vasos plasticos, conteniendo una mezcla de sustrato comercial Sunshine® N°5y tierra cernida.
Metodo SAH: aclimatizados en bandejas, de 32 x 25 cm, conteniendo sustrato comercial Sunshine® N°5.

Solo hubo diferencias significativas entre los porcentajes de sobrevivencia de los brotes enraizados in vitro, aclimatizados usando en método SAH,
con respecto los demds tratamientos.

Considerando ambos métodos, el convencional tiene menor porcentaje de sobrevivencia a un nivel de p<0,01
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mismo envase para la aplicacion de riego semanal y el
control de la humedad, y por su peso ligero estas ban-
dejas pueden ser enviadas y distribuidas a los produc-
tores. Las plantas estuvieron aptas para la siembra en
campo en un periodo de tres a cuatro meses y fueron
morfol6gicamente normales y de sexo hermafrodita
(datos no mostrados).

Amplificacion de ADN de brotes de lechosa cv.
Maradol hermafrodita por RAPD, producidos
en los RITA

Los resultados indicaron que no hubo diferencias en-
tre los patrones de fragmentos amplificados en las 20
muestras analizadas, provenientes de los RITA®, ya que
los fragmentos se distribuyeron de manera similar para
los 20 iniciadores utilizados, demostrando la uniformi-
dad genética de los brotes micropropagados. Estos
resultados, garantizaron la fidelidad de las plantas pro-
ducidas, a partir de la multiplicacion de yemas axilares
(figura 3). Resultados similares fueron obtenidos por
Lopez et al., (2006), micropropagando el mismo culti-
var, a partir de segmentos nodales, y utilizando marca-
dores AFLP, ademas de las caracteristicas morfolégicas
de las plantas en campo.

Figura 3. ADN amplificado de dos muestras foliares de las
vitroplantas cultivar Maradol con 20 iniciadores OPERON®,
mostrando fragmentos similares amplificados. En el primer
carril se muestra el patrén de peso molecular del ADN del
fago Lambda digerido con BST E2, y en los carriles 1 al 20,
los fragmentos amplificados con los iniciadores.

Pruebas diagndstico de enfermedades virales en
los brotes de lechosa cv. Maradol hermafrodita,
producidos en los RITA

Las muestras foliares analizadas de los brotes micro-
propagados resultaron negativas para los virus de la
Mancha Anillada de la Lechosa (Papaya ringspot virus,
PRSV), el Mosaico de la Lechosa (Papaya Mosaic Virus,
PapMV) y el Mosaico del Pepino (Cucumber mosaic
virus, CMV), dando lecturas similares o menores a los
testigos negativos para cada prueba, entre 0,0 a 0,03,
mientras los testigos positivos dieron 3,08, 2,6 y 2,1,
respectivamente. Estos andlisis garantizaron la sanidad
de dichos brotes.

Conclusiones

En este trabajo se logré un sistema continuo de pro-
duccién de plantas de lechosa cv. Maradol hermafro-
ditas, tipo elongata, sanas vy fieles al tipo, mediante la
estandarizacion de los procedimientos de iniciacion,
multiplicacion, enraizamiento y aclimatizacion de
plantas producidas con el sistema RITA, a partir de
brotes axilares in vitro. Se demostré que el sistema de
inmersion temporal fue mas eficiente, ya que se au-
mentd la tasa de multiplicacion a un promedio de 5,7,
en comparacién al método convencional, en medios
semisolidos, bajo las mismas condiciones ambientales.
Los brotes no fueron sensibles al medio liquido, en las
frecuencias de inmersién utilizadas.

Lineas con frecuencias de inmersiéon de 1 o 5 min.4h-1
producen brotes pequefos y medianos, y la frecuen-
cia de 2 min.4-1h sirvié para la multiplicacion de los
cuatro tipos de brotes, incluyendo los elongados aptos
para aclimatizacion o fase ex vitro.

La utilizacion del SAH con brotes enraizados in vitro,
incrementé la eficiencia en el proceso de aclimatiza-
cion de plantas, ya que mejoré el porcentaje de sobre-
vivencia y facilité el manejo de las mismas.

La aplicacion de las dos técnicas conjuntas SIT y SAH
fueron las mas eficientes para la multiplicacion y acli-
matizacion de plantas.

Con las pruebas moleculares e inmunolégicas se ga-
rantizé la estabilidad genética y la sanidad, respecti-
vamente, de las plantas producidas, a través de este
proceso de micropropagacion.
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Resumen

El ritmo de vida actual, tanto sociocultural como tecnolégico, ha desembocado en un aumento de enfermedades y pade-
cimientos que afectan las capacidades fisico-motrices de los individuos. Esto ha originado el desarrollo de prototipos para
auxiliar al paciente a recuperar la movilidad y la fortaleza de las extremidades superiores afectadas. El presente trabajo
aborda el disefio de una estructura mecanica de un exoesqueleto con 4 grados de libertad para miembro superior. La cual
tiene como principales atributos la capacidad de ajustarse a la antropometria del paciente mexicano (longitud del brazo,
extension del antebrazo, condiciones geométricas de la espalda y altura del paciente). Se aplicé el método BLITZ QFD
para obtener el disefo conceptual 6ptimo y establecer adecuadamente las condiciones de carga de servicio. Por lo que,
se definieron 5 casos de estudio cuasi-estaticos e implantaron condiciones para rehabilitacién de los pacientes. Asimismo,
mediante el Método de Elemento Finito (MEF) se analizaron los esfuerzos y deformaciones a los que la estructura esta so-
metida durante la aplicacion de los agentes externos de servicio. Los resultados presentados en éste trabajo exhiben una
nueva propuesta para la rehabilitacién de pacientes con problemas de movilidad en miembro superior. Donde el equipo
propuesto permite la rehabilitaciéon del miembro superior apoyado en 4 grados de libertad (tres grados de libertad en el
hombro y uno en el codo), el cual es adecuado para realizar terapias activas y pasivas. Asimismo, es un dispositivo que esta
al alcance de un mayor porcentaje de la poblacion por su bajo costo y facil desarrollo en la fabricacién.

Palabras clave: MEF, Blitz QFD, exoesqueletos, disefio mecanico.

Abstract

The pace of modern life, both socio-cultural and technologically, has led to an increase of diseases and conditions that
affect the physical-motor capabilities of persons. This increase has originated the development of prototypes to help pa-
tients to regain mobility and strength of the affected upper limb. This work, deals with the mechanical structure design of
an exoskeleton with 4 degrees freedom for upper limb. Which has the capacity to adjust to the Mexican patient anthropo-
metry (arm length, forearm extension, geometry conditions of the back and the patient’s height) BLITZ QFD method was
applied to establish the conceptual design and loading service conditions on the structure. So, 5 quasi-static cases of study
were defined and conditions for patient rehabilitation were subjected. Also by applying the finite element method the struc-
ture was analyzed due to service loading. The results presented in this work, show a new method for patient rehabilitation
with mobility deficiencies in the upper limb. The proposed new design allows the rehabilitation of the upper limb under
4 degrees of freedom (tree degrees of freedom at shoulder and one at the elbow), which is perfect to perform active and
passive therapy. Additionally, it is an equipment of low cost, which can be affordable to almost all the country population.

Key words: FEM, Blitz QFD, exoskeletons, mechanical design
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Introduccién

Las enfermedades cerebrovasculares (ECV) constitu-
yen un problema de salud mundial, las cuales tienen
tendencia creciente. Segln datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la EVC es una de las mas
importantes causas de discapacidad y afecta seriamen-
te la calidad de vida del individuo, siendo su espectro
de afectaciones muy amplio. Asi mismo, se asocia con
problemas emocionales y depresion (Secretaria de Sa-
lud, 2009). Las secuelas por ECV pueden ser sensitivas
0 motoras, siendo estas ultimas las que generan un ma-
yor grado de invalidez. Entre los pacientes mexicanos
que presentan secuelas motoras, se encontré que el
81% de los hemipléjicos sufren alguna complicacion.
Las mas frecuentes son depresion, hombro doloroso
y contracturas osteoarticulares (Cabrero-Rayo et al.,
2008).

La rehabilitacion del paciente adulto con ECV es un
proceso dirigido a lograr un nivel funcional, fisico y so-
cial, dirigido a facilitar su independencia y la reintegra-
cion al entorno familiar, social y laboral (Secretaria de
Salud, 1992). La rehabilitacion fisica se puede dividir
principalmente en dos tipos:

1. Activa.- El paciente es el encargado de mover su
extremidad.

2. Pasiva.- El fisioterapeuta origina el accionar de la
extremidad del paciente.

El uso de robots y/o exoesqueletos en rehabilitacion
tiene dos aplicaciones fundamentales (Sabater et al.,
2007):

« Durante movimientos activos del paciente, el robot
almacena informacién de la realizacion del movi-
miento (posicion, velocidad y fuerza, entre otros),
con la cual se pueden ver los avances y optimizar
las rutinas de ejercitacion.

+ Asimismo, se pueden provocar movimientos pasi-
vos o resistivos de la extremidad del paciente la cual
es sujetada por el robot, sustituyendo en éste caso
al fisioterapeuta.

Los dispositivos utilizados para rehabilitacion de la
extremidad superior se clasifican principalmente en 2
grupos; exoesqueletos y efectores finales (Rodriguez-
Prunotto et al., 2014). Un exoesqueleto, se define
como un sistema biomecatrénico, donde el meca-
nismo se encuentra adaptado a la estructura fisica
del cuerpo humano. Con un control que puede estar
conectado a las mismas sefales del cerebro. Con ac-
tuadores que via analégica generan o reproducen las
funciones del cuerpo. Actuando como un sélo sistema
integrado que puede desarrollar actividades variadas
(Pons, 2008).

Como las principales contribuciones en esta rama de la
tecnologia, se tiene que en el afo 1992 se disefd MIT-
MANUS que es un exoesqueleto utilizado para generar

rutinas de terapia fisica y ocupacional. Realiza activi-
dades visuales y auditivas con extension tactil, propio-
ceptiva y kinestésica. Ejecuta rutinas de rehabilitacion
y tiene ambiente virtual. El mecanismo es de 5 grados
de libertad (GdL) montado en un paralelogramo mane-
jado por caja de engranes (Hogan, 1992). Para el 2003
aparece un exoesqueleto de 7 GdL Soft-Actuaded, ca-
paz de generar movimientos de flexo-extension, abduc-
cién-aduccién y rotaciéon interna-externa del hombro,
flexo-extension del codo, prono-supinacién del ante-
brazo, flexo-extension y desviacion radio-ulnar de la
muneca. La caracteristica original es el uso de muscu-
los neumaticos como un par antagénico. Posee una
masa ligera y una excelente proporcion fuerza-peso
(Tsagarakis y Caldwell, 2003). Asi como en el 2004, el
dispositivo ASSIST (Active Support Splint) es un exoes-
queleto de un grado de libertad que es impulsado por
actuadores neumaticos suaves. Fueron desarrolladas
dos variantes de este sistema. Uno con la finalidad de
aumentar el rango de movimiento y el segundo con
la finalidad de aumentar la resistencia muscular. Fisi-
camente este dispositivo es una interfaz fabricada en
plastico con la palma y el brazo del usuario y posee 2
tipos de actuadores rotatorios suaves colocados entre
ambos lados. La mayor ventaja del dispositivo es la
minima sensacion de restriccion cuando el dispositivo
no esta funcionando (Sasaki et al., 2004). En el mismo
ano, los dispositivos que combinan la realidad virtual
y la rehabilitacion tuvieron mayor impulso, tal es el
caso de un exoesqueleto de 7 GdL mediante el cual
el usuario humano puede interactuar con un ambiente
virtual; la articulacion del hombro es de tipo esférico
y genera aduccién-abduccién, elevacion del hombro
y giro en la parte superior del brazo; el codo maneja
flexo-extension y giro del antebrazo. La muneca posee
flexo-extension y abduccion-aduccion. La estructura
pesa en total 2.3 kg (Chou et al., 2004). Sarcos Master
es un exoesqueleto de 7 GdL, de poco peso, minimiza
la inercia debido a la gravedad y el efecto Coriolis de
tal forma que los movimientos del brazo del usuario
no son afectados.

Para el 2005, las perturbaciones de torque pueden ser
aplicadas individualmente a cualquiera o a todos los
GdL, derivando en un ambiente dinamico nuevo, para
que los sujetos se puedan adaptar al sistema (Mistry et
al., 2005). Asimismo en el 2005, se presenta un exoes-
queleto en Latinoamérica, especificamente realizado
en Colombia. Dicho dispositivo cuenta con 3 GdL. Con
rotacion interna-externa del hiimero, flexion-extension
del codo y pronacién-supinacién de la mufeca. Para
éste prototipo se realizé un andlisis biomecanico don-
de se identificaron 5 GdL del miembro superior (Gu-
tiérrez et al., 2005). En el 2006 el dispositivo disefiado
por la Universidad RICE es enfocado a la rehabilitacion
en ambientes virtuales en modo activo y pasivo. Utili-
za manipuladores robéticos para generar el movimien-
to de flexo-extension en el codo, prono-supinacién del
antebrazo, flexo-extension de la mufieca y desviacion
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radio-ulnar. Esta formado por una articulacion de revo-
lucion en el codo, una articulacién de revolucién para
la rotacién del antebrazo y 3 articulaciones esférica-
prismatica-revolucion en serie-paralelo para la mufeca
(Sledd y O’Malley, 2006; Gupta y O’Malley, 2006).
Mientras que en el 2007, la Universidad de Saga desa-
rroll6 un exoesqueleto de 4GdL con centro mévil de
rotacion de la articulacién del hombro que ayuda en
la rehabilitacién de la flexo-extension vertical y la flexo-
extension horizontal del hombro. En la flexo-extension
del codo y en los movimientos de propinacion-supi-
nacion del antebrazo. Se encuentra instalado en una
silla de ruedas donde personas con debilidades fisicas
lo pueden utilizar, ademas de que el usuario no carga
el peso del exoesqueleto (Kiguchi, 2007). Asimismo,
en el mismo ano el dispositivo se realiz6 CADEN-7,
que utiliza una abertura de fijacién hombre-robot para
segmentos superior e inferior del brazo, genera movi-
mientos de flexo-extension, abduccién-aduccion y ro-
tacion interna-externa del hombro, flexo-extensién del
codo, prono-supinacion del antebrazo, flexo-extension
y desviacion radio-ulnar del antebrazo. La seguridad es
implementada en 3 niveles; disefio mecanico, eléctri-
co y del programa de control (Perry et al., 2007).

Otro dispositivo en el cual sus investigadores han tra-
bajado durante bastante tiempo es RUPERT y se han
desarrollado 4 versiones. La 1 version incluia 4 mus-
culos neumaticos, elevacion del hombro, extension y
supinacion del codo y extensién de la muneca. Des-
pués de considerar las condiciones funcionales de los
pacientes, la estructura estaba restringida en la abduc-
cion del hombro a un solo plano (15° de forma lateral).
La maxima elevacion estaba limitada a 45°. Ademas
posee una plataforma que estabiliza la escapula. En
la 2% version, se modificé el centro de rotacion y la
longitud de cada segmento. Sin embargo, esta caracte-
ristica genero el inconveniente de incrementar el peso
total y el aumento de la demanda de energia en la
articulacion del hombro y del codo. La 3° version fue
una estructura hecha de fibra de carbono, se desarro-
l16 para disminuir el peso de la version anterior pero
conservando su rigidez, el mecanismo permitié la fle-
xion en el hombro, la flexion del codo, la supinacion
y propinacién. Asi como, la flexo-extensién en la mu-
neca. La 4% versién fue de 5 GdL, aumentando la rota-
cion humeral a los GdL anteriores. Ademas de poseer
un sistema de control adaptativo en lazo cerrado, que
permite ayudar a los usuarios a realizar sus tareas tran-
quilamente, en un ambiente 3D (Chen y Liao, 2006;
Sugar et al., 2007; Wei et al., 2008 y Balasubramanian
et al., 2008).

ARM in fue un proyecto para en cual su desarrollo fue
un proceso largo de investigacion. La 1 version fue de
6 GdL, 4 activos y 2 pasivos, a fin de permitir la flexo-
extension del codo y los movimientos espaciales del
hombro. Se ocupd en terapias de rehabilitacion con
la finalidad de recuperar la capacidad de realizar las
actividades de la vida diaria. Es ajustable en 5 parame-

tros. La 2% version fue de 7 GdL siendo dos de ellos
acoplados. Contiene sensores que permiten medir las
fuerzas de interaccion entre el brazo del paciente y el
exoesqueleto. Adicionalmente, un sensor de fuerza/
torque se coloco en la seccion que soporta el antebra-
zo. Ademas, para complementar las mediciones, la pa-
lanca de la mano fue instrumentada con indicadores
de esfuerzo. Asi como, con una pantalla donde el te-
rapeuta indica la rutina a seguir. La 3™ versién cuenta
con 6 GdL activos, siendo 3 para el hombro. Otro para
la flexo-extension del codo, uno mas para la prono-
supinacion del antebrazo y el dltimo corresponde a la
flexo-extension de la mufeca (Nef et al., 2006, Mihelj
etal., 2007 y Brokaw et al., 2011).

Recientemente, la empresa Hocoma maneja un pro-
yecto denominado Armeo® que comprende 3 dispo-
sitivos para rehabilitacion del miembro superior. El
proyecto esta dirigido a pacientes con lesiones cere-
brales y desérdenes neurolégicos y se destina a reali-
zar rehabilitacion progresiva. Destaca Power® que fue
un desarrollo en conjunto entre el Hospital ETH Zdrich
y la Universidad Hospital Balgrist. El cual permite una
temprana rehabilitacion de las habilidades motrices.
Ademas provee un soporte inteligente del miembro
superior en un espacio largo 3D. Los otros dispositivos
son denominados Spring® y Boom® (Catdlogo Hoco-
ma, 2012).

En este trabajo se presenta el desarrollo del disefio de
la estructura mecanica de un dispositivo de rehabilita-
cion tipo exoesqueleto que se ajuste a las dimensio-
nes longitudinales de las extremidades superiores y
esta dirigido para pacientes de la poblacion mexica-
na. Este nuevo dispositivo es capaz de reproducir los
movimientos activos-pasivos realizados por el fisiote-
rapeuta durante las terapias de rehabilitacion fisica por
medio de cuatro grados de libertad (tres en el hombro
y uno en el codo). El equipo de rehabilitacion fue di-
sefado aplicando la metodologia Blitz QFD. El método
Blitz QFD es una herramienta practica y sintetizada que
no requiere de programas de computo sofisticadas, ni
herramientas especificas (como la casa de la calidad)
para ofrecer resultados favorables. Tiene la finalidad
de obtener las caracteristicas adecuadas de rehabili-
tacion del paciente y consta de 7 breves pasos para
su operacion del paciente; especificaciones deseadas,
clasificacion de especificaciones, estructurar las nece-
sidades, analizar la estructura de las necesidades, dar
prioridad a las necesidades, desplegar las necesidades
en orden de importancia, analizar sélo las necesidades
prioritarias a detalle (Gonzélez-Bosch y Tamayo-Enri-
quez, 2002). También se presentan los andlisis numéri-
cos desarrollados en un programa computacional con
algoritmo que aplica el Método de Elemento Finito
(MEF) para validar la suficiencia estructural del nuevo
dispositivo. El nuevo dispositivo es capaz de generar
rutinas de movimiento de rehabilitacion activa, pasiva
y combinada. Ademas, de que se puede personalizar
las longitudes segmentales y individualizar las rutinas
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de acuerdo a las deficiencias del paciente mexicano.
Asimismo, se puede monitorear la rutina y optimizar
de acuerdo a los avances que presenta el individuo.

Materiales y métodos

El desarrollo del nuevo dispositivo de rehabilitacion
fue divido en 2 etapas. La primera se enfoca a la imple-
mentacion del Blitz QFD para el desarrollo de disefo
mecanico conceptual. Mientras la segunda etapa exhi-
be el andlisis cuasi-estatico, mediante la aplicacion del
MEF sobre la estructura del dispositivo.

Disefio conceptual (método Blitz QFD)

El método QFD, es un método de gestion de calidad
que se fundamenta en transformar las necesidades del
usuario en la calidad del disefio y aportar mayores in-
dices de calidad, con respecto a los elementos especi-
ficos del proceso de fabricacion. Donde el QFD, desde
sus inicios como técnica ha implementado metodo-
logias para acortar el periodo de desarrollo y reducir
los esfuerzos de grupo requeridos. Para la propuesta
presentada en este trabajo, se establecieron los para-
metros de disefio. Los cuales se dividieron en dimen-
sionales y funcionales como se representa en la tabla
1. Los cuales se obtuvieron a partir de las dimensio-
nes antropométricas de la poblacion mexicana (Avila-
Chaurand, 2001).

Tabla 1. Pardmetros de disefio.

Dimensionales Funcionales

Flexo-extension del hombro en el plano
sagital en torno al eje transversal: 45 a
50° en extension y 180° flexion.

Brazo varia entre 29
a 40 cm.

Abduccién del hombro en el plano
frontal: 0 a 180°.

Antebrazo varia
entre 21 a 30 cm.

Hombro distancia Flexo-extension horizontal del hombro
entre hombros 39 a en torno al eje vertical: extension 30 a
55 cm. 40° y flexion 140°.

Que el dispositivo pueda realizar los 3
movimientos del hombro de manera
continua.

Altura del asiento a
los pies: 34 a 45 cm.

La altura al hombro
en posicion sentada
varia entre 85 a 108
cm.

Flexion del codo 140-145° (160° de
forma pasiva).

Pronosupinacién del miembro superior:
supinacion 90°, pronacion 85°.

Dispositivo para persona con peso
maximo de 90 kg.

Para cumplir con las necesidades planteadas en para-
metros de disefio se generaron 1620 posibles concep-

tos. Para reducirlas se aplican cuatro filtros: el primero
(factibilidad) reduce a 128 posibilidades. En el segundo
filtro (disponibilidad tecnolégica) quedan 32 posibles
soluciones. En el tercer filtro no se elimina ninguna
combinacion. En el cuarto filtro (Matriz de decision) se
obtiene el concepto mas adecuado.

Al finalizar la implementacién del método Blitz QFD
se obtiene un diseno conceptual, el de este caso par-
ticular es:

« Para ajustar la longitud del brazo y antebrazo fue-
ron propuestas barras telescopicas de desplaza-
miento manual.

+ Para ajustar al grosor del miembro superior se utili-
zaron correas acolchonadas ajustables.

« La modificacion de las dimensiones del mecanismo,
en relacion al ancho del hombro, se establecié me-
diante una unidad de rodamientos lineales.

+ Para la altura una columna telescépica, la limitacion
a los elementos deslizables se realizé6 mediante pe-
rillas de 2 posiciones.

+ El movimiento de rotacion fue producido por ser-
vomotores.

« Asimismo, el control de posicién se determina me-
diante un encoder.

El prototipo que cumple con las caracteristicas resul-
tantes descritas se observa en la figura 1; adicional-
mente se indican los grados de libertad pasivos y
activos que tiene el dispositivo (se etiqueta GA a los
GdL activos y GP a los pasivos). GAT corresponde a
la flexo-extension del antebrazo y GA2 es la flexo-ex-
tension del hombro en el plano sagital. Mientras GA3
corresponde a la abduccion del hombro en el plano
coronal y GA4 representa flexo-extension horizontal
del hombro en el plano transversal. GP1 indica el ajus-
te de la estructura de la seccion longitud del antebrazo
y GP2 cumple la funcién en la parte del brazo, GP3 se
emplea para ubicar longitudinalmente el dispositivo en
el plano coronal y GP4 en el transversal. GP5 se aplica
para ajustar el respaldo y posicion de la silla. Estos dlti-
mos 3 GdL se desarrollaron con la finalidad de colocar
en una correcta posicion espacial al hombro. En la fi-
gura 2 se muestra el ensamble general dividiéndolo en
empalmes particulares. En la tabla 2 se indican la clave
y nombre de los ensambles.

El dispositivo se dividié en 4 subsistemas para un me-
jor desarrollo, estos son:

1. Subsistema del antebrazo.- Estd integrado por Q, P
y N (figura 2). Su finalidad es soportar el antebrazo
del paciente, se modifica la longitud mediante el
riel con barrenos de la pieza Q, la perilla sirve para
fijar y evitar siga desplazandose.
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Figura 1. Prototipo (Grados de Libertad).

Subsistema del brazo.- La estructura, integrada por
O, Ny M (figura 2); fue disenada para permitir el
ajuste de la longitud del brazo, el mecanismo es
similar al del antebrazo con la diferencia de que es
de mayor dimensién. En O se coloca el servomo-
tor que realiza el movimiento GA1.

Subsistema del hombro.- Formado por los suben-
sambles G, H, 1, J, Ky L (figura 2). Es una estructura
que permite realizar los movimientos del hombro
en forma independiente e individual. Para esta sec-
cion se consideraran las fuerzas externas ya deter-
minadas en las 2 secciones anteriores; el analisis
MEF se realiz6 en 2 partes: En la primera se con-
sidera la estructura para generar los movimientos
GA2 y GA3. La segunda etapa corresponde a la es-
tructura que realiza el movimiento GA4 y que esta
integrada por las piezas que unen el exoesqueleto
a la base, asi como las que transmiten el movi-
miento desde el servomotor al resto del exoesque-
leto y al mismo tiempo soporta toda la estructura;

Figura 2. Despiece del disefio.

para poder realizar este movimiento se tiene que
desenclavar la estructura del brazo y el antebrazo
de la estructura que soporta al servomotor (Mode-
lo FHA-11C® Marca Harmonic-Drive) de abduccion
para asi poder desarrollar el giro libremente men-
cionado, la barra que se usa para la reconfigura-
cion tendra la capacidad de unirse en la estructura
Unicamente cuando se utiliza éste movimiento y
retirarse cuando no sea asi, mediante ajuste por
tornillo y tuerca; asi como el movimiento de 90°
de las 2 piezas que unen la estructura de la abduc-
cion frontal.

Subsistema base.- Formado por los subsistemas B
a F (figura 2). Esta seccién se utiliza para modificar
el ancho de la espalda o la distancia del hombro,
se efectda a través del desplazamiento del carro
movil (que soporta la estructura que esta en con-
tacto con el miembro superior, se elige la unidad

Tabla 2. Claves y nombres de las piezas.

A Silla Soporte GA4 M Brazo fijo

B Apoyo base Eje GA4 N Perilla tope

C Base fija Soporte GA3 O Brazo movil

D Elevador Movimiento GA3 P Antebrazo fijo

E Perilla respaldo Unién GA2-GA3 Q Antebrazo mévil
F Carcasa superior Soporte GA2 Respaldo
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de rodamiento lineal Modelo LQBR 12-2LS® Marca
SKF) sobre un riel, éste también sirve para iniciar el
cambio de la configuracion zurda a diestra o vice-
versa. La posicion del paciente es dada mediante
el respaldo que esta provisto de un soporte para la
espalda donde se pueden unir correas que sujeten
al paciente, evitando que se pueda llegar a resba-
lar del asiento o mueva el tronco durante la reha-
bilitacion, ya que éste dltimo punto es algo comun
en dispositivos de rehabilitacion que no sujetan el
paciente y pueden ocasionar una lesion a nivel co-
lumna vertebral asi como disminuir los beneficios
del dispositivo al realizar de manera incorrecta la
rehabilitacion.

Andlisis numérico (MEF)

Se realizé un andlisis cuasi-estatico de la estructura
con la finalidad de obtener los rangos de carga que
soporta la estructura por su propio peso y el del pa-
ciente. Asi como, el torque minimo necesario para
mantener en equilibrio estatico el sistema. Las cargas
que son aplicadas durante los andlisis de elemento fi-
nito fueron determinadas mediante un estudio de la
extremidad superior (brazo, antebrazo y mano) (figura
3). El andlisis es elastico, isotrépico y homogéneo. La
discretizacion fue realizada de manera controlada con
elementos en lo general de 10 mm y en las zonas de
interés de T mm. El elemento que se utilizé fue Kept
con 6 grados de libertad. Se realizé convergencia en
desplazamiento, rotacién, fuerza y momento.

Figura 3. Zonas de contacto (sujecién) del exoesqueleto con
la extremidad superior.

Para el caso del andlisis numérico utilizando, la estruc-
tura mecanica fue desarrollada con diversos materiales
y sus caracteristicas para la evaluacion son mostrados
en la tabla 3:

« Aluminio 6061.- Se aplicé en la estructura en ge-
neral.

« Acero grado A tipo 8.- Se empled para toda la tor-
nillerfa.

- Bronce SAE 62.- Se utiliz6 como material de los to-
dos los bujes.

El analisis estructural del mecanismo se divide en 5 ca-
sos, ya que el comportamiento de la seccion en con-
tacto con la extremidad superior se asemeja a la de
una viga en cantiléver (solamente tiene apoyo en un
extremo mientras que el otro se encuentra libre). Por
lo tanto el extremo libre puede llegar a sufrir desplaza-
miento generados por las propias caracteristicas fisicas
del sistema (peso de los elementos) que afecte el fun-
cionamiento 6ptimo del sistema. Ademas de analizar
cada una de las secciones del dispositivo, los casos
propuestos son los mas comunes en el desarrollo de
la rehabilitacién para pacientes con padecimientos en
miembro superior.

Caso 1. Andlisis estructural del antebrazo

Las correas de sujecion soportan el peso del antebrazo
y la mano. Por tal motivo, en estas zonas es donde
se aplican las cargas a la estructura. La determinacién
de la magnitud es a partir de considerar una viga con
doble apoyo. Siendo el primero el que corresponde
a la correa de sujecion del antebrazo (CC) y la segun-
da, es la correa de sujecion de la muieca (CM). En
la tabla 4 se presentan los datos que fueron tomados
como base para determinar las condiciones de fronte-
ra de los analisis numéricos. Los datos biomecanicos
se basaron en investigaciones de la referencia Lissner y
Williams (1991). Asimismo, se indican las fuerzas resul-
tantes, estas son aplicadas tanto a la estructura misma
como a las condiciones de frontera para el andlisis en
el programa MEF (figura 4), el soporte y las restriccio-
nes de movimiento fueron colocados alrededor del eje
del movimiento GA1.

Tabla 3. Materiales utilizados para el andlisis (Hibbeler, 2006) .

Material Modulo de Young | Densidad (kg/ Relacion de Esfuerzo de
(GPa) m?) Poisson Cedencia (MPa)
Aluminio 6061 69.5 2700 0.33 240
Acero grado A tipo 8 200 7850 0.3 600
Bronce SAE 62 103.4 8820 0.34 520
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Figura 4. Antebrazo condiciones de carga.

Tabla 4. Pardmetros antebrazo y mano.

Parametros iniciales Parametros para MEF

Seccién antebrazo-
mano, Masa de 2.07 kg
y Centro de gravedad
a 307.52 mm (medido
a partir del codo).

La correa CM
soporta 23.098 N.

La correa CC esta
sometida a 2.79 N.

Estructura antebrazo,
Masa de 0.844 kg y
Centro de gravedad a
131.442 mm (medida a
partir del eje del codo).

Se obtiene un torque
de 7.33 Nmy una
fuerza 28.5863 N en la
articulacion del codo.

Caso 2. Analisis estructural del brazo

En esta seccién, la estructura cuenta con una sola co-
rrea, con la que se sujeta el brazo del paciente (CB).
Adicionalmente se acoplé el servomotor (Modelo
FHA-14C®) que genera el movimiento GA1. Los datos
que se consideraron para este caso se determinaron
a partir del peso total de la extremidad superior de
forma analoga al caso anterior. Estos datos se mues-
tran en la tabla 5 y son aplicados sobre la estructura
para generar las condiciones de frontera en el andlisis
mediante el programa MEF (figura 5). El soporte y res-
triccion de movimiento se colocaron alrededor del eje
del movimiento GA2.

Figura 5. Brazo y antebrazo condicién de carga y considera-
cién para la unién.

Tabla 5. Pardmetros analisis MEF del brazo.

Parametros de entrada

Parametros para los
analisis MEF

Extremidad superior
completa, Masa: 4.41 kg
y Centro de gravedad

a 368.09 mm (medido
desde el hombro).

La correa CB esta
sometida a 22.956 N.

Se obtiene un torque
de 26.07 Nmy una

fuerza de 71.9364 N
en la articulacion del
hombro (figura 5).

Estructura brazo y
antebrazo, Masa 2.923
kg y Centro de gravedad
a 353.985 mm (medido
a partir del hombro).

Caso 3. Andlisis estructural del hombro

El andlisis de la seccién de la estructura enfocada en la
articulacion del hombro fue dividido en 2 etapas:

« Primera etapa.- Se analiza la estructura desde la
seccion del antebrazo hasta el eje del movimiento
GA3. Las fuerzas que se aplican como condiciones
de frontera son las obtenidas en los casos 1y 2. El
soporte y restriccion se coloca en el eje del movi-
miento GA3 (figura 6).

+ Segunda etapa.- Comprende hasta el eje del movi-
miento GA4. Las condiciones de fronteras son simi-
lares a la etapa anterior. Se restringe el movimiento
en el eje GA4 (figura 7).

Figura 6. Hombro primera condicién de carga.

Figura 7. Hombro segunda condicién de carga.
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Caso 4.- Andlisis seccion superior

Se realizé un andlisis de la seccion superior completa.
Que contempla desde la seccion del antebrazo, hasta
el soporte superior de la columna de elevacion tele-
scopica. Para el andlisis fueron propuestas las restric-
ciones de movimiento en dicha pieza y se utilizaron
las mismas cargas inducidas por el peso de la extremi-
dad superior (figura 8).

Figura 8. Seccién superior condicién de carga.

Caso 5. Andlisis de ejes de transmision

Para éste caso se analiza el eje del movimiento GAT,
donde se utilizé Aluminio 6061. El motor seleccio-
nado fue un Harmonic Drive Modelo FHA-11C® que
genera un torque de 11 Nm a la estructura. Donde
Unicamente se analizé el caso en que se encuentra
sometido a torsion el eje y no se considero el efec-
to cortante, ya que el esfuerzo se aplica directamente
a los bujes. Bajos estas consideraciones, se determi-
naron y aplicaron las condiciones de frontera para el
analisis numeérico. Las restricciones en movimiento y
rotacion se colocaron en los barrenos donde se ubi-
can los tornillos de fijacion (figura 9). Para el segundo
eje, se analiz6 los movimientos GA2 y GA3. Donde las
condiciones de frontera se obtienen de manera similar
que al eje anterior. Sin embargo, para el segundo eje
existe la variacion de que el motor utilizado es Harmo-
nic Drive FHA-14C® que genera un torque de 28 Nm
(figura 10).

El eje GA4 es importante, porque transmite torque y
une a la estructura movil con la base. El servomotor
elegido para este movimiento es Harmonic Drive FHA-
14C®, que genera 28 Nm de torque. Por lo tanto, en

Figura 9. Condicion de carga y restriccién de movimiento
para Eje GA1.

Figura 10. Condicion de carga y restriccién de movimiento
para Eje GA2.

este analisis se aplica el torque antes mencionado y
una fuerza de 147.15 N (la que somete a esfuerzo de
tension al eje y es originada por el peso de la estructu-
ra (figura 11)).

Figura 11. Condicion de carga y restriccién de movimiento
para Eje GA4.

Resultados

Los resultados por la simulacion numérica (MEF) se
muestran a continuacién. Es importante mencionar
que se utilizé la teoria de falla para materiales ducti-
les de von Mises. En las figuras 12 y 13 se presentan
los resultados obtenidos para esfuerzo de von Mises y
desplazamiento para la seccion del antebrazo.

Mientras en las figuras 14y 15 se presentan los resulta-
dos numéricos obtenidos para esfuerzo de von Mises
y desplazamiento para la seccién del brazo.

Figura 12. Antebrazo (esfuerzo de von Mises)

Figura 13. Antebrazo desplazamiento en z
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Figura 14. Brazo-antebrazo (esfuerzo de von Mises)

Figura 15. Brazo-antebrazo desplazamiento en z

En las figuras 16 y 17 se presentan los resultados ob-
tenidos para esfuerzo de von Mises y desplazamiento
para la primera etapa de carga sobre el hombro.

Figura 16. Primera etapa de carga hombro (esfuerzo de von
Mises)

Figura 17. Primera etapa de carga hombro (desplazamientos
en z)

En las figuras 18 y 19 se presentan los esfuerzos de
von Mises y desplazamiento para la segunda etapa de
carga en hombro.

Por dltimo en las figuras 20 a 25 se presentan los re-
sultados numéricos obtenidos para esfuerzo de von
Mises y desplazamiento en los ejes GA1, GA2 y GA4,
respectivamente.

Discusién
Las deformaciones mostradas en algunos de los casos

(ambas etapas del hombro y ejes GA2 y GA4) son
considerables con respecto a los otros casos. Sin em-

Figura 18. Segunda etapa de carga hombro (esfuerzo de von
Mises)

Figura 19. Segunda etapa de carga hombro (desplazamien-
tos en z)

Figura 20. Eje GA1 (esfuerzo de von Mises)

Figura 21. Eje GA1 (desplazamiento en x)

Figura 22. Eje GA2 (esfuerzo de von Mises)
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Figura 23. Eje GA2 (desplazamiento en x)

Figura 24. Eje GA4 (esfuerzo de von Mises)

Figura 25. Eje GA4 (desplazamiento en x)

bargo, los resultados encontrados en magnitud no son
significativos para causar dano en la estructura. Lo an-
terior se debe a que son desplazamientos acumulados
de las secciones anteriores.

Para el caso 1 de antebrazo, donde la deformacion
resultante maxima fue de 94 x 102 mm, es el dnico
donde no se va a poder realizar esta correccion de po-
sicion. Se considera desde el punto de vista mecanico
que no son preocupantes las deformaciones resultan-
tes obtenidas en el andlisis para desarrollar una falla de
operacion.

La complejidad en la geometria e interfaces de unién
del exoesqueleto dificultan el desarroll6 del analisis nu-
mérico. Lo anterior se debe a la interaccion de todas
las piezas, lo cual produce que sea necesaria la apli-
cacion de una gran cantidad de nodos y elementos.
Asimismo, por la magnitud de las cargas aplicadas solo
fue necesario aplicar los conceptos de elasticidad del
material y teoria de falla (von Mises). Con los que es
posible determinar el valor de los esfuerzos (materiales
ddctiles) y las zonas criticas. Por medio de las figuras
anteriores, es posible visualizar los puntos de probable
falla, que se encuentra en concentradores de esfuer-

zos (como era de esperarse). Sin embargo, los valores
de los esfuerzos no estan cercanos al valor del esfuer-
zo de cedencia, por lo que no son relevantes.

Los esfuerzos de mayor valor presentados en los casos
1y 2 se ubican en la perilla (pieza N de la figura 2).
Esto se debe a su funcién de limitacién del movimien-
to ya que por ello sufren aplastamiento. El prototipo
obtenido por la aplicacion del Blitz QFD soporta ade-
cuadamente las condiciones carga que se estimaron.

Movimientos de rehabilitacién

Los movimientos de rehabilitacion (activa y pasiva)
para la flexo-extensiéon del codo se realizan cuando
existe una flexiéon del hombro en el plano sagital a 90°
(figura 26a), con esta configuracion es posible rea-
lizar el movimiento de flexion méaxima que varia en-
tre 140°-145° (segln las caracteristicas del paciente
(figura 26b)). Donde para el codo el movimiento de
extension es nulo. Para la flexo-extension del hombro
en el plano sagital, se inicia desde la posicién neutra.
Es decir, 0° (figura 26c¢). La extension se realiza con
una amplitud de 45°-50° (figura 26d). Mientras que la
flexion se realiza a valores de 180° (figura 26e). En la
figura 26f, se observa la implementacion del dispositi-
vo en un usuario realizando la flexién del codo. Final-
mente en la figura 26g el paciente realiza la flexion del
hombro en el plano sagital.

Trabajos futuros

Se resalta que en éste trabajo solo se reporta la parte
correspondiente al andlisis de la estructura (mecani-
ca). Es importante mencionar que faltaria considerar
las etapas del diseno de control, en las cuales se in-
cluyen rutinas para correccién de posicion mediante
los sensores y motores que se utilizan. Asimismo, la
etapa de control eléctrico-electronico y la de interfaz
a un ambiente 3D que genere una mayor motivacion
en el usuario a realizar terapias de rehabilitacion con
éste dispositivo, se realizara como la siguiente etapa
de desarrollo del proyecto general. Estas actividades
se realizan con base en las senales electromiografias
obtenidas por electrodos que se colocan en la extre-
midad superior del paciente (Torres-San Miguel et al.,
2011).

Conclusiones

Se realizé el disefio mecanico de un exoesqueleto para
rehabilitacion de miembro superior utilizando la meto-
dologia denominada Blitz QFD. El nuevo dispositivo se
realizé de acuerdo a las especificaciones de pacientes
con una antropometria mexicana. La configuracion
que este equipo exhibe son 4 GdL activos, que son los
minimos que se necesitan para desarrollar patrones de
rehabilitacion en el paciente con deficiencias en miem-
bro superior. Por otro lado, fueron necesarios 4 GdL
pasivos para ajustar longitudinalmente los segmentos

88

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 79-90



de la estructura del dispositivo. Es importante resaltar,
que el sistema de riel barrenado es el mas apropiado
para el fenotipo mexicano, que se emplea para realizar
el ajuste longitudinal y es capaz de lograr un acople
entre la estructura con el antebrazo y brazo del indi-
viduo. Es importante mencionar, que los dispositivos
mencionados en la introduccién de este trabajo, no
se disenaron para poblacién mexicana (en lo que se
refiere a longitudes segméntales), lo que genera des-
ajustes considerables entre los centros de rotacion de
las articulaciones humana y mecanica. Que si bien, no
genera un dafo en terapias activas, si lo hace en las
terapias pasivas.

Dentro de los andlisis por medio del MEF, se pudo
comprobar que el sistema estructural del nuevo siste-
ma de rehabilitacién se encuentra dentro de los ran-
gos de soportar las cargas de servicio. Sin embargo,
el resultado donde el valor maximo de esfuerzo es de
123 MPa (figura 24), solamente afecta a una pieza.
Por lo que el resto de la estructura soporta menos es-
fuerzos y se considera que el diseno es aceptable. En
el caso de los desplazamientos que se presentan en
la estructura en los casos 3 (primera etapa) y 4, son
considerables. No obstante, se hace hincapié en que
el problema se corrige durante la etapa de posiciona-
miento y control, aunado a que la estructura de las
secciones del antebrazo presenta un desplazamiento
del rango de centésimas de milimetro. No se ha con-
siderado ninguna técnica de optimizacién geométrica,
ya que los resultados son aceptables y las dimensiones
estan realizadas para poder brindarle soporte y como-
didad al usuario.

El equipo de rehabilitacion aqui presentado, fue dise-
nado con el propdsito de ayudar en la rehabilitacion
fisica mediante la generacion de rutinas variables de
movimiento continuo. Donde este equipo es capaz
de auxiliar en los movimientos de flexo extension del
hombro en el plano sagital, en el plano horizontal y la
abduccion en el plano coronal. Ademas del movimien-
to de flexo-extension del codo. Con los anteriores mo-
vimientos éste dispositivo es capaz de proporcionar
un sin ndmero de rutinas para el paciente. Asi como,
por medio de sensores de posicion angular, recolectar
los datos para retroalimentar al usuario de los avances
o retrocesos que se van presentando. Adicionalmente,
este equipo se podra utilizar desde la etapa temprana
de la lesion (donde se requiere recuperar movilidad y
fuerza) hasta las etapas donde se desea recuperar la
fineza de los movimientos. Esto se logra a través de
la combinacién de movimientos activos-pasivos. Que
lo anterior es una gran ventajas en comparaciéon con
otros dispositivos, que sélo actdan en la etapa de ajus-
te fino (como es el caso del dispositivo Armeo Spring®).
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efecto antibacteriano in vitro de exudados foliares de tabaco
contra dos bacterias fitopatogenas

In vitro antibacterial effect of tobacco leaf exudates against
two bacterial plant pathogens

*
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Resumen

Los productos naturales son una alternativa para el control de microorganismos que ocasionan enfermedades en los cul-
tivos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar diferentes solventes para la obtencion de extractos crudos a partir de exu-
dados foliares de lineas de tabaco, y el efecto in vitro de estos extractos contra dos bacterias fitopatégenas: Xanthomonas
campestris (Xc) y Pectobacterium carotovorum (Pc). Se evaluaron solventes con polaridades entre 3.1 y 6.2 (diclorometano,
n-butanol, acetato de etilo, metanol y etanol 90 %). El etanol 90 % se seleccion6 como mejor solvente y como sustituto
del diclorometano por su mayor rendimiento. Los extractos etanélicos crudos se obtuvieron a partir de exudados foliares
de diez lineas de tabaco seleccionadas. La diversidad de la composicién quimica de los extractos etandlicos se revelé por
cromatografia en capa delgada. La actividad antibacteriana se evalué por el método de difusién en agar con discos de
papel de filtro y la medicion del didmetro del halo de inhibicion. Se observé inhibicién para todos los extractos contra Xc
destacandose los correspondientes a las lineas Nic 1061 “TI 1738” y Nic 1016 “Incekara” hasta 5 pg de extracto crudo
seco /disco, con un mayor rendimiento para la linea Nic 1061. El extracto de la linea Nic 1015 fue el dnico con actividad
contra Pc hasta 5 pg de extracto crudo seco por disco. Estos resultados sugieren un uso potencial de los extractos crudos
de las lineas Nic 1061 y Nic 1015 “Tl 1341” como un agente efectivo para la proteccién de cultivos contra estas bacterias.

Palabras clave: fitopatégenos, Nicotiana tabacum, proteccion de cultivos, solventes, superficie foliar.

Abstract

Natural products are an alternative to control microorganisms that cause diseases in crops. This work aimed to evaluate
different solvents for obtaining crude extracts from tobacco leaf exudates and to determine in vitro effect of these extracts
against two phytopathogenic bacteria: Xanthomonas campestris (Xc) and Pectobacterium carotovorum (Pc). Crude extracts
from ten tobacco lines using solvents with polarities between 3.1 and 6.2 (dichloromethane, n-butanol, ethyl acetate,
methanol and ethanol 90%) were obtained. Ethanol 90% was selected as the best solvent for obtaining extracts from
tobacco leaf exudates and as a substitute of dichloromethane due to the best yield. The chemical composition diversity
of the ethanolic extracts was revealed by thin-layer chromatography. The antibacterial activity was evaluated by agar disk
diffusion method recording the inhibition zones. Growth inhibition was observed for all extracts against Xc, and the better
activity corresponded to the lines Nic 1061“TI 1738” and Nic 1016 “Incekara” until a minimal amount of 5 pg/ disc, with
higher yield in case of the line Nic1061 . Only the extract of the line Nic 1015 was able to inhibit the growth of Pc until a
minimal inhibitory concentration of 5 ug/disc. These results suggest a potential use of crude extracts from lines Nic 1061
and Nic 1015 “Tl 1341” as an effective agent for the crop protection against Xc and Pc respectively.

Key words: phytopathogens, Nicotiana tabacum, crop protection, solvents, leaf surface.
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Introduccion

Las plantas son fuente de alimentacion para el reino
animal y son afectadas por plagas y enfermedades que
causan severas pérdidas anuales. El control de estas
se basa, generalmente, en la utilizacion de productos
quimicos sintéticos, muchos de los cuales han produ-
cido problemas de desequilibrio ambiental, de salud
humana vy el surgimiento de plagas y enfermedades
mas agresivas y resistentes. Existe referencia de una
alta incidencia de enfermedades y diversos cuadros
clinicos por intoxicacion en la poblacion, también se
detectan elevados niveles de pesticidas en cosechas
y personas (Martinez et al., 2010). El empleo irracio-
nal de fungicidas contamina aguas y suelos, ante lo
cual las empresas productoras de estos compuestos
estan actualmente obligadas a sintetizar compuestos
inocuos y a la vez efectivos. Este hecho ha creado una
discrepancia entre la necesidad de los agricultores de
proteger sus cultivos de las enfermedades, y la exi-
gencia cada vez mayor de los mercados por disponer
de alimentos mas saludables (Lara y Landero, 2012).
Como consecuencia, se buscan otras alternativas, en-
tre ellas el uso de derivados botanicos para el control
de plagas y enfermedades. Varias especies de plantas
son materia prima para producir insecticidas comercia-
les (Celis et al., 2008) por ello, actualmente se realizan
mudiltiples estudios para aislar e identificar los metabo-
litos secundarios que presentan actividad defensiva,
con la finalidad de extraerlos de las plantas y usarlos
en el control de enfermedades (Lara y Landero, 2012).

Las plantas seleccionadas que contengan metabolitos
secundarios capaces de ser utilizados como plaguici-
das naturales, deben ser de facil cultivo y con metaboli-
tos secundarios con potente actividad, alta estabilidad
quimica y de 6ptima produccion (Cutler et al., 1986).
El tabaco es una planta de ciclo corto, considerada
modelo de la familia Solanaceae y muy conocida por
presentar compuestos téxicos como mecanismos de
defensa lo que la hace atractiva para estos fines. La
superficie de la hoja de tabaco estd cubierta por tri-
comas, en su mayoria glandulares (Akers et al.,, 1978,
Wagner, 1991) que estan involucrados en la secrecion
de compuestos, principalmente diterpenos y ésteres
de azdcares, seguidos de ceras y un menor nimero de
compuestos volatiles y variados (Severson et al. 1984,
Wagner, 1999; Tissier, 2012). Se cree que al encontrar-
se un gran ndmero de estos compuestos en la super-
ficie foliar, estén involucrados fundamentalmente en
la defensa contra insectos y otros patégenos (Reuveni
et al,,1987; Wang et al., 2004; Shepherd et al., 2005;
Amme et al., 2005; Seo et al., 2012).

Por otra parte el aislamiento de estos compuestos de
la superficie foliar, utilizando cada vez técnicas mas
eficientes y sencillas, permitird obtener estos produc-
tos con un mayor grado de pureza, con una menor
contaminacién celular debido a la ventaja que tienen
estos metabolitos de producirse en estructuras ex-

ternas de la hoja y su secrecion a la superficie de la
misma. Varios solventes organicos han sido utilizados
con estos fines (Bailey et al, 1975; Chang and Grun-
wald, 1980; Ohnishi et al.,, 1983; Reuveni et al., 1987;
Lin and Wagner, 1994; Eklund et al., 1998; Jackson et
al, 1998; Wang et al., 2004) y entre ellos el dicloro-
metano ha sido el mas usado (Severson et al., 1984;
Wagner et al, 2004). El diclorometano es uno de los
solventes mas usado para la extracciéon de una amplia
variedad de metabolitos por ser altamente eficiente,
debido a su alto poder de disolucion, excelente pro-
piedad de reciclado, alta estabilidad y elevada pureza
(Rossberg et al., 2006). No obstante, su uso presen-
ta riesgos potenciales para la salud causando vértigo,
somnolencia y pérdida del conocimiento por inhala-
cion entre otros. Otros peligros en el uso de dicloro-
metano es su reaccion violenta con bases y oxidantes
fuertes, originando peligro de incendio y explosion, y
la reaccion con algunas formas de plastico, caucho y
recubrimientos (ILO, 2005). Todo esto ha provocado
en los ultimos anos, una tendencia a evitar su uso y el
surgimiento de nuevas regulaciones en muchos paises
(ILO, 2005; USDHHS, 2000; SCOEL recommendations
2009; Commission Regulation (EU), 2010), lo que nos
que obliga a buscar alternativas de sustitucion, ya que
las investigaciones se enfocan en otros usos alternati-
vos del tabaco para la obtencion de productos natura-
les (Wagner et al., 2004).

Xanthomonas campestris y Pectobacterium carotovo-
rum, esta segunda también conocida como Erwinia
carotovora, son dos bacterias fitopatogenas del suelo
con un amplio rango de hospederos que incluye cul-
tivos de elevada importancia agricola como: tomate,
papa, algodon, zanahoria, cucurbitaceas, cebolla, pi-
miento entre otras plantas, por lo que estas bacterias
pertenecen a la lista de las 10 bacterias patogenas de
mayor importancia cientifica y econémica (Mansfield
etal., 2012), y hasta el momento no se ha desarrollado
una proteccion totalmente eficaz contra ellas.

Este trabajo tiene como objetivo general obtener ex-
tractos crudos a partir de los exudados foliares de
diferentes lineas de tabaco para su posterior uso en
el control de plagas y enfermedades de cultivos de
importancia agricola. Los objetivos especificos son:
determinar el solvente capaz de sustituir el diclorome-
tano en la obtencion de extractos crudos de tabaco
activos contra bacterias patégenas y determinar la ac-
tividad antibacteriana in vitro de estos extractos cru-
dos obtenidos a partir de varias lineas contrastantes
de tabaco frente a estas dos bacterias fitopatogenas
como primer paso en la seleccion de lineas de tabaco
candidatas para la obtencién de productos naturales
como control de enfermedades bacterianas.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: Las cepas patogénicas Xanthomo-
nas campestris, aislada de tomate y Pectobacterium
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carotovorum aislada de papa, se proporcionaron por
el Instituto de Sanidad Vegetal, Habana, Cuba 'y se pre-
servaron en agar nutritivo que contiene 4 % de glicerol
a 4 °C hasta su uso.

Material Vegetal: Se sembraron 10 accesiones de
tabaco en semillero y bandejas flotantes (Cristanini,
1995) en la Estacion de Tabaco de Cabaiguan, Sancti
Spiritus, Cuba. Las siguientes lineas se proporcionaron
por el Banco de Germoplasma del IPK-Gatersleben,
Alemania: Nic 1003 (“TI 66”), Nic 1006 (“TI 193”),
Nic 1015(“Tl 1341”), Nic 1016 (“Incekara”), Nic 1017
(“Red Russian”), Nic 1019 (“TI 998”), Nic 1061 (“Tl
1738”), SNN (Samsung). Las lineas BHmN y CE (Co-
rojo Especial) por el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, Habana, Cuba.

A los 45 dias las plantas se individualizaron y trasplan-
taron a bolsas para un total de 10 plantas por linea.
Setenta dias después de su trasplante a bolsas, se eva-
luaron indicadores como nimero de hojas, altura de
la planta y masa fresca foliar. El andlisis de los datos
se realizé con el utilitario Statistical Package for So-
cial Sciences (SPSS) (version 15 para Windows, SPSS
Inc.). Se realizaron pruebas paramétricas (ANOVA de
un factor y Tukey) y las diferencias entre las medias se
analizaron para p<0.05.

Experimento 1: Determinacion del solvente para
la obtencion de los extractos crudos de exudados
foliares de tabaco.

Con el objetivo de seleccionar el mejor solvente para
obtener los extractos crudos de exudados foliares de
tabaco, se evaluaron cinco solventes con polaridades
entre 3 and 6: diclorometano (3.1), n-butanol (3.9),
acetato de etilo (4.4), metanol (5.1) y etanol 90% (6.2).

Se utilizaron de 5 a 6 hojas mas jévenes de dos plan-
tas de la linea Nic 1061 para cada tratamiento lo que
correspondio conunamasafrescade aproximadamente
60 g. Las plantas tenian una altura promedio de 80 cm.
Se sumergieron las hojas en 500 mL del solvente, cua-
tro veces durante siete segundos, se filtraron a través
de papel, se concentraron por rotoevaporacién hasta
un volumen de 50 mL y se guardaron a -20°C hasta
su posterior evaluacion. Se determind el rendimiento
expresado en mg de masa seca del extracto/g de masa
fresca foliar.

Para determinar la presencia de metabolitos secunda-
rios en los extractos de exudados foliares obtenidos a
partir de diferentes solventes, se corrieron en croma-
tofolios de gel de silice (DC-Tarjetas SI F 20 x 20 cm,
Riedel de la Haén). La placa se activd 10 min a 60°C
y la aplicacién se realiz6 con 10 gotas por muestras.
Se utiliz6 como sistema eluyente: benceno: acetato de
etilo (86:14). Después de la corrida los cromatofolios
se secaron 2-3 min a 60°C. El revelado se realizé con

una solucién de acido fosfomolibdico (20 g de acido
fosfomolibdico en 100 mL de etanol absoluto.

Experimento 2: Obtencion de extractos crudos a
partir de exudados foliares de lineas de tabaco.

Se tomaron tres plantas de las 10 lineas sembradas y
se evalio el nimero de hojas, la altura de las plantas, la
masa fresca foliar y la masa seca foliar para determinar
la tasa masa seca/masa fresca.

A partir de las hojas de tres plantas la extraccion se
realizé6 de la misma manera que en el experimento
anterior utilizando como solvente el etanol 90 %. Se
determind la concentracion de los extractos expresada
en mg de masa seca-mL’ de solvente (dato no mos-
trado), y el rendimiento expresado en mg de extracto
seco-g' de masa fresca foliar, asi como también se rea-
liz6 una cromatografia de capa fina como se explica
en el experimento anterior.

Experimento 3: Determinacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos de tabaco
frente a bacterias fitopatdgenas.

El ensayo de actividad antibacteriana se realiz6 por el
método de difusion en agar usando discos de papel
de filtro (Valgas et al., 2007). Las placas se inocularon
con cada bacteria (Xanthomonas campestris y Pecto-
bacterium carotovorum) a DO 625 nm de 0.15y 0.17
respectivamente. Una alicuota de 100 uL de solucién
bacteriana se extendié encima del medio Luria Bertani
(LB).

Los extractos secos se disolvieron con dimetilsulféxido
(DMSO) a 5 y 25 pg-uL'. Con el objetivo de determi-
nar la actividad antimicrobiana de los extractos crudos
obtenidos a partir de los de diferentes solventes y los
obtenidos a partir de las diferentes lineas utilizando el
solvente seleccionado (experimentos 1y 2) se aplica-
ron 20 pL de la concentracion 25 pg-uL’ en discos de
papel de filtro estériles de 0,7 cm de diametro.

Con el objetivo de determinar diferentes concentracio-
nes de los extractos se aplicaron 1, 5, 10, 15y 20 uL
(5, 25, 50, 75 y 100 pg respectivamente) de la con-
centracion 5 pg-ul'y 8, 12, 16 y 20 uL (200, 300,
400y 500 pg respectivamente) de la concentracion 25
pg-uL" en discos de papel de filtro estériles de 0,7 cm
de diametro.

Los discos con los extractos se secaron y colocaron a
una distancia entre ellos de 1.5-2,0 cm en las placas,
previamente inoculadas con cada bacteria. La solucién
de kanamicina a 50 pg-uL! (10 pL) se usé como un
control positivo en el ensayo in vitro, al ser la bacteria
susceptible a este antibidtico. Se utilizo el dimetilsul-
foxido como control negativo o control de solvente
(20 pL) para todos los casos, ya que este fue el solven-
te utilizado para disolver los extractos secos.

Efecto antibacteriano in vitro de exudados foliares de tabaco

93



Las placas se incubaron por 24 h a 37°C y se midi6 el
didmetro del halo de inhibicién incluyendo el diametro
del disco. Cada tratamiento se hizo por triplicado y el
experimento por duplicado.

Resultados y discusién

A los 70 dias después del trasplante a bolsas las lineas
con mayor altura y ndmero de hojas fueron Nic 1016,
SNN y Nic 1061, (tabla 1). Estos dos indicadores ge-
neralmente tienden a estar muy relacionados porque a
medida que la planta crece en altura emite un mayor
ndmero de hojas durante este crecimiento.

Las plantas con mayor altura se encontraron en las li-
neas mencionadas pero sin diferencia con la linea CE,
cubriendo valores entre 60 y 68 cm aproximadamen-
te, lo que corresponde a una altura pequena para la
edad de las plantas pero normal para condiciones de
bolsas en invernadero. Las plantas con altura mediana
presentaron valores entre 40 y 55 cm aproximadamen-
te. La linea de menor altura fue la BHmN sin diferencia
con la Nic 1015 que mostraron alrededor de 35 cm
(tabla 1).

Para el caso del nimero de hojas se definen tres gru-
pos; un primer grupo comprendido por las lineas Nic
1016, SNN y Nic 1061 con los mayores valores entre
18 y19 hojas por planta, un segundo grupo en el que
se encuentra la linea Nic 1003 con 16 hojas y un ter-
cer grupo representado por el mayor nimero de lineas
con valores de entre 12 y 14 hojas por planta (tabla 1).

La masa fresca total de hojas de tres plantas por li-
nea varié entre 50 gy 450 g aproximadamente lo cual
esta influenciado por el nimero de hojas por planta,
aunque lineas con menor nimero de hojas mostraron
altos valores de masa fresca ((BHmN, Nic 1019 y CE)

(tabla 1). La relacién masa seca/masa fresca foliar nos
permite analizar cudles lineas presentan una mayor
produccion de metabolitos en las hojas, en este aspec-
to se destacan las lineas Nic 1016, SNN y Nic 1006,
con valores alrededor de 0,7 y se presentan el resto de
las lineas con valores intermedios entre 0,4 y 0,5 con
excepcion de la linea BHMN que muestra la menor
tasa con un valor de 0,3. No obstante este aspecto es
importante pero no es determinante en nuestro caso
ya que centramos el interés en compuestos de la su-
perficie de la hoja que estan incluidos pero menos re-
presentados en el total de metabolitos de la hoja.

El nimero de hojas por planta pudiera ser un criterio
a tener en cuenta cuando se quiere obtener extractos
a partir de este 6rgano vegetal, por lo que seleccio-
namos para el experimento de diferentes solventes la
linea Nic 1061 de mayor ndmero de hojas, altura y va-
lores intermedios de masa fresca y tasa de masa seca/
masa fresca.

Experimento 1: Determinacion del solvente para
la obtencion de los extractos crudos de exudados
foliares de tabaco.

En este experimento se logran mayores rendimientos
con el uso del etanol 90%, seguido del diclorometa-
no vy al final los solventes: metanol, acetato de etilo
y n-butanol sin diferencias entre ellos (figura 1 A). El
incremento en la polaridad del etanol 90%, teniendo
en cuenta ademas el 10% de agua que presenta, pudo
haber contribuido a la extraccién de otros compuestos
mas polares que no fueron extraidos con los otros sol-
ventes y estos incrementan la masa del extracto seco y
por supuesto el rendimiento. Por lo que este solvente

Tabla 1. Indicadores morfoldgicos de 10 lineas de tabaco a los 70 dias después del trasplante a bolsas.

Lineas Masa fresca total | Tasa masa seca/masa Altura de la planta Namero de hojas
de hojas (g) fresca de hojas (cm) por planta
Nic 1016 447.30 a 0.64 b 63.88 a 19 a
BHmMN 192.10 b 0.31f 32.75 f 12 ¢
Nic 1019 189.40 b 0.43 de 48.13 cd 13 ¢
CE 145.10 c 0.52 ¢ 59.75 ab 13 ¢
SNN 126.00 d 0.70 a 68.25 a 18 a
Nic 1061 102.00 e 0.39e 65.50 a 18 a
Nic 1017 93.70 ef 0.38 e 53.63 bc 14 c
Nic 1006 86.70 f 0.64 b 45.13 cd 13 ¢
Nic 1003 67.20 g 0.47 cd 41.50 de 16 b
Nic 1015 48.80 h 0.52 ¢ 34.88 ef 13 ¢

Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre lineas de tabaco para cada indicador (Anova de un factor y Tukey en un ana-

lisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=3).
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puede tener la capacidad de extraer compuestos pola-
res y menos polares.

La cromatografia en capa fina de los extractos revel6
una extraccion efectiva y similar de los compuestos
mayoritarios en todos los casos (figura 1 B). Todos
los solventes evaluados fueron capaces de extraer los
compuestos mayoritarios, sin grandes diferencias en el
patrén cromatografico. En todos los extractos obteni-
dos con diferentes solventes se revela un compuesto A
cerca del punto de aplicacién y un compuesto B cerca
del frente de corrida, con una mayor intensidad del
compuesto A para el extracto etandlico, seguido del
extracto metandlico y menor para el extracto butano-
lico (figura 1 B).

Debido a que el diclorometano se ha convertido en un
factor de referencia para los lavados de las superficies
foliares de tabaco, existen pocos datos publicados en
la dltima década relacionados con la eficiencia de ex-
traccion de otros solventes para estos fines (Whitfield,
2004). Existe una mayor tendencia a utilizar el tabaco
en la produccion y obtencion de productos naturales
por lo que es determinante el desarrollo de métodos
de extraccion escalables.

Whitfield (2004) con el objetivo de desarrollar méto-
dos para la produccion y extraccion de proteinas de la
superficie foliar de tabaco transgénico también evalué
diferentes solventes y el ndmero de lavados. Sus es-
tudios mostraron que un mayor nimero de lavados
de los solventes evaluados (3 lavados) puede lograr
rendimientos comparables para algunos casos a los al-
canzados con diclorometano. Ademas, demostré que
la extraccion individual de cada compuesto también
dependia del ndmero de lavados pero en todos los
casos el 100% de la cantidad de cada compuesto se
alcanzé6 después de los tres lavados. De forma general
obtuvo los mejores resultados con n-propanol, meta-
nol y etanol.

En este experimento los 4 lavados realizados para to-
dos los solventes deben permitir una mayor extraccién
de metabolitos en general del etanol 90% en compa-
racion con el diclorometano y el resto de los solventes
en igualdad de condiciones por lo que la intensidad
de los compuestos A y B representados en la cro-
matografia parece corresponder con el maximo para
cada compuesto, lo que determina que el n-butanol
no es capaz de extraer en estas condiciones iguales
cantidades del compuesto B si lo comparamos con el
diclorometano y el resto de los solventes evaluados.
No obstante se requiere un estudio de la composicién
quimica de todos los extractos obtenidos para llegar a
esta conclusion.

Es conocido ademas el efecto de deterioro que ocasio-
na en las hojas el diclorometano. En este experimen-
to se observaron algunos danos no evaluados en las
hojas tratadas con diclorometano, y en mejores con-
diciones las hojas tratadas con etanol 90 % lo que ha
sido comprobado por Whitfield (2004) quien observo
menor efecto en las condiciones de las hojas cuando
se usaron solventes como etanol y metanol, mediana-
mente afectadas las hojas tratadas con isopropanol y n-
propanol y altamente afectadas las hojas tratadas con
diclorometano, por lo que esto es un aspecto también
a tener en cuenta en la seleccion del solvente si se
quiere integrar el paso de extraccion de los compues-
tos de la superficie en operaciones de bioprocesos o
de andlisis quimico del interior de la hoja.

Teniendo en cuenta los rendimientos en los extractos
secos (mayor en etanol 90 %) y la semejanza en el
patron cromatografico de los extractos de diclorome-
tano y etanol, y adn cuando los solventes de metanol
y acetato de etilo presentan patrones similares, propo-
nemos el empleo del etanol 90% en la obtencion de
los exudados foliares a partir de las diferentes lineas
por ser mas eficiente que el diclorometano y el resto
de los solventes y teniendo en cuenta las otras consi-

Figura 1 A. Rendimiento de la extraccién en mg de extracto seco-g' de masa fresca foliar de los exudados obtenidos en 500 mL
de los diferentes solventes: etanol 90%, metanol, DCM (diclorometano), acetato de etilo y n-butanol a partir de la linea Nic 1061
B: Cromatografia en capa fina para la separacién de los extractos crudos obtenidos a partir de exudados foliares de la Iinea Nic
1067 con diferentes solventes. 1. Extracto con etanol 90%. 2. Extracto con metanol 3. Extracto con diclorometano 4. Extracto
con acetato de etilo 5. Extracto con butanol. Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre solventes
(Anova de un factor y Tukey en un andlisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=6).
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deraciones como que el etanol 90 % es mds inocuo,
mas seguro, menos agresivo, de mas facil manipula-
cion, concentracion y recuperacion, mas disponible y
mas econémico.

El etanol 90% se ha seleccionado para la obtencién de
extractos crudos para los proximos experimentos, no
obstante la seleccion del solvente mas adecuado siem-
pre depende de los compuestos que uno pretende ais-
lar y su actividad, por lo que es posible que el 100 %
de efectividad no se logre debido a la gran diversidad
de estructuras quimicas presentes en la superficie de
la hoja del tabaco entre diferentes genotipos, pero al
menos se logra una buena representacién de los com-
puestos mayoritarios. Es necesario comprobar la activi-
dad de los compuestos aislados luego de la extraccion.

Experimento 2: Obtencion de extractos crudos a
partir de exudados foliares de lineas de tabaco

Se obtuvieron los exudados foliares de tabaco a partir
de diez lineas de tabaco utilizando como solvente el
etanol 90%. Los extractos crudos concentrados hasta
50 mL mostraron intensidad diferente en la coloracion
(datos no mostrados) que correspondié con diferentes
concentraciones en mg de extracto seco-mL de etanol
90% (datos no mostrados). Las lineas presentaron un
rendimiento diferente entre ellas, (figura 2 A).

El mayor rendimiento se alcanzé con la linea Nic 1006
con valores de 8 mg de extracto seco-mg' de masa
fresca foliar, luego le siguié la Nic 1003, y luego la
Nic 1019 y Nic 1015, esta dltima sin diferencia con
la Nic 1061 cubriendo valores entre 4 y 7 mg de ex-
tracto seco-mg’ de masa fresca foliar. El rendimiento
mas bajo se obtuvo con la linea Nic 1016 (figura 2 A),
la que a pesar de tener una gran masa fresca foliar,
altura y nimero de hojas por planta (tabla 1) no se
extrajeron grandes cantidades de componentes de la
superficie foliar. Esto demuestra que los indicadores
morfolégicos no son determinantes en la seleccion de

las lineas candidatas, la composicién quimica de las
lineas estd mas relacionada con el factor genético. No
obstante una vez detectada la capacidad genética de
sintesis de los compuestos de interés, el conocimiento
de los aspectos morfolégicos es importante a la hora
de establecer un proceso de produccion.

La cromatografia en capa fina de los extractos en es-
tas condiciones revel6 una diversidad en composicion
quimica dada por la linea de tabaco, asi como también
la concentracion de los extractos y los compuestos ma-
yoritarios en todos los casos (figura 2 B). En la mayoria
de los extractos se revela un compuesto A cerca del
punto de aplicacion que no aparece en los extractos (3
y 9, figura 2 B) y un compuesto B cerca del frente de
corrida que no aparece en los extractos (2 y 8, figura
2 B) y Otros compuestos C y D se muestran en los ex-
tractos 4 y 6 (figura 2B). Se observa la presencia de un
compuesto E en las lineas 1, 4 y 5 y de un compuesto
F en las lineas, 1, 4, 5y 6 (figura 2 B). Otro compuesto
G mas proximo al frente de corrida se muestran solo
en los extractos 5y 6 (figura 2 B).

Este sistema permite la separacion de diferentes com-
ponentes de una muestra y mostrar la diversidad
quimica que presentan los extractos etandlicos obteni-
dos, dado por la gran diversidad quimica caracteristica
de la familia Solanaceae en general y la diversidad de
genotipos (Wollenweber et al., 2005; Cui et al., 2011;
Tissier, 2012, Sallaud et al., 2012), lo que posibilita una
diversidad de aplicaciones potenciales de estos ex-
tractos. Otros métodos de cromatografia se requieren
para la cuantificacion e identificacion de los compues-
tos presentes.

Aunque los metabolitos secundarios son los mas fre-
cuentemente asociados a la resistencia a enfermeda-
des, también proteinas defensivas llamadas filoplaninas,
relacionadas con la patogénesis, forman parte de la
superficie foliar de hojas de tabaco y son considera-
das productos de tricomas glandulares, confiriéndole

Figura 2 A. Rendimiento de la extraccién en mg de extracto seco-g"' de masa fresca foliar de los exudados obtenidos en 500 mL de
etanol 90 %: a partir de las 10 lineas B: Cromatografia en capa fina para la separacién de los extractos crudos C: Se utilizé como
control el extracto etandlico obtenido de la linea 1067 en el experimento 1 de diferentes solventes. 1: CE, 2: SNN, 3: Nic 1017, 4:
Nic 1019, 5: BHmN, 6: Nic 10103, 7: Nic 1061, 8: Nic 1015, 9: Nic 1016, 10: Nic 1006. Se sefalan con letras A-G diferentes com-
puestos revelados. Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre lineas de tabaco (Anova de un factor
y Tukey en un analisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=6).

96

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 91-100



resistencia a patogenos (Sheperd et al,, 2005). En este
caso con el uso de solventes de mediana polaridad se
favorece la extraccion de los metabolitos secundarios
mayoritarios de la superficie foliar como diterpenos y
ésteres de azlcares. Debido a que las filoplaninas son
compuestos polares, s6lo extracciones acuosas permi-
tirian obtener filoplaninas en los extractos, por lo que
no se espera la presencia de estas en los extractos ob-
tenidos (Sheperd et al., 2005).

Todos los extractos son seleccionados para la evalua-
cion de la actividad antibacteriana in vitro contra las
bacterias patégenas: Xanthomonas campestris y Pecto-
bacterium carotovorum.

Experimento 3: Determinacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos de tabaco
frente a bacterias fitopatdgenas.

En la determinacion de la actividad antibacteriana de
extractos obtenidos para la comparacién de diferentes
solventes frente a Xc y Pc, la linea Nic 1061 mostré su
capacidad para inhibir el crecimiento de Xc con todos
los extractos (tabla 2). Un analisis de los halos de in-
hibicién no revel6 diferencias significativas entre los
extractos que provocaron una inhibicién de 2,0 cm
de didametro aproximadamente. Esto evidencia dos re-
sultados: los extractos de la linea Nic 1061 inhiben el
crecimiento de Xc y los solventes evaluados son capa-
ces de extraer el compuesto activo o los compuestos
activos en cantidades similares.

La kanamicina utilizada como control positivo, provo-
c6 una inhibicién de 3,0 cm de diametro significati-
vamente diferente a la de los extractos para el caso
de Xc. Sin embargo, en el ensayo contra Pc no se
mostré inhibicion del crecimiento por los extractos, y
una menor inhibicion provocada por la kanamicina de
aproximadamente 2,0 cm de didmetro. El uso de la
kanamicina sélo nos permite en ensayos in vitro, lograr
un indicador inhibicion del crecimiento en bacterias
susceptibles a ella, pero este antibidtico no es utilizado
in vivo, ademas de que no es posible realizar una com-
paracion real de su efecto con el efecto que podrian

ocasionar los extractos crudos, que se conforman por
una mezcla de compuestos. Otros autores han utili-
zado la kanamicina y otros antibiéticos en ensayos in
vitro de antibiogramas (Pino et al., 2012; Owoseni y
Sangoyomi, 2014). En préximos experimentos la kana-
micina podria utilizarse en concentraciones mas bajas
para evitar influencia de esta sobre los discos evalua-
dos en un reducido espacio de la placa, también un
menor ndmero de discos pueden ser evaluados por
placa para evitar solapamiento de halos si los produc-
tos aplicados muestran una gran inhibicién del creci-
miento bacteriano.

El dimetilsulfoxido utilizado para disolver los extractos
secos, no mostrd inhibicion del crecimiento al evaluar-
se como control negativo lo que demuestra la no inter-
ferencia de este disolvente en los resultados obtenidos
y su uso eficaz para estos experimentos.

Geethaa et al. (2013) comprobaron que el dimetilsul-
foxido resulté ser el mas seguro, en una comparacion
entre disolventes para detectar efectos fitotoxicos y
presencia de compuestos bioactivos.

La semejanza encontrada en los ensayos de inhibicion
para los extractos obtenidos a partir del uso de diferen-
tes solventes apoya la idea de sustituir el diclorometa-
no por el etanol 90 % en este proposito en particular,
ya que corrobora que se han extraido los mismos
compuestos que tienen propiedades antibacterianas
contra Xc. Esta linea mostré actividad sélo para una
bacteria lo cual indica que todos los extractos deben
ser evaluados contra las dos bacterias y sugiere la exis-
tencia de diferentes compuestos activos para la inte-
raccion con diferentes bacterias.

En la determinacion de la actividad antibacteriana de
extractos obtenidos para la comparaciéon de lineas de
tabaco frente a Xc y Pc se observé que todos los ex-
tractos crudos evaluados mostraron menor halo de
inhibiciéon en comparacion con la kanamicina en los
ensayos de ambas bacterias (figura 3). Para el caso
de Xc los mejores extractos se obtuvieron a partir de
las lineas Nic 1019 (4), BHmN (5), Nic 1061 (7) and
Nic 1016 (9), mientras que para el caso de Pc sélo el

Tabla 2. Efecto antibacteriano in vitro de extractos de exudados foliares de tabaco (N. tabacum L.), linea Nic 1061 obtenidos con
el empleo de diferentes solventes contra las bacterias fitopatégenas Xanthomonas campestris (Xc) y Pectobacterium carotovorum (Pc).
La zona de inhibicién se determina por el didmetro expresado en centimetros (cm) e incluye el didmetro del disco (0,7cm). K:

kanamicina como control positivo (500 pg).

Solventes utilizados y diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano (cm),

Linea Nic 1061

Bacterias Etanol 90% Diclorometano n-Butanol Metanol Acetato de etilo K
X c 2,1b 2,2 b 1,7 b 2,1b 2,1b 30a
P.c ni ni ni ni ni 2,5a

Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre solventes y kanamicina para cada bacteria independiente. (Anova de un
factor y Tukey en un analisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=6).
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extracto de la linea Nic 1015 (8) mostré efecto inhibi-
torio (tabla 3) (figura 3). Entonces es posible obtener
extractos activos contra estas dos bacterias utilizando
solventes mas comunes, menos toxicos y mas baratos
que el diclorometano.

Para el ensayo de diferentes concentraciones menores
a 500 pg/disc se seleccionaron los extractos de las Ii-
neas BHmN (5), Nic 1061 (7) and Nic 1016 (9) contra
X. campestris y el extracto de la linea Nic 1015 (8) con-
tra P.carotovorum. Los extractos 7 y 8 mostraron inhi-
bicion de las bacterias X. campestris y P. carotovorum
respectivamente a la concentracién de 5 pg/disc con
diferencias significativas con concentraciones entre
300y 500 pg/disc para la linea Nic 1061 y entre 400 y
500 pg/disc para la linea Nic 1015 (tabla 4).

Shobha y Kale (2008) encontraron extractos activos in
vitro contra bacterias y hongos patégenos del suelo,
entre ellos Xanthomonas campestris y Erwinia carotovo-
ra, pero a partir de preparaciones obtenidas de exuda-
dos de la lombriz de tierra Eudrilus Eugeniae.

Experimentos similares se llevaron a cabo por Owo-
seni y Sangoyomi (2014) en la bdsqueda de solventes
eficientes para obtener extractos de plantas activos
contra la bacteria fitopatégena Ralstonia solanacea-
rum que afecta a miembros de la familia Solanaceae
y mostraron extractos mas activos in vitro a partir del
cloroformo, seguido del metanol y el etanol con dia-
metros del halo de inhibicién entre 0,8 y 1,5 cm.

Seo et al. (2012) identificaron dos diterpenos natura-
les presentes en tabaco (esclareol y cis-abienol) que

Tabla 3. Efecto antibacteriano in vitro de extractos etandlicos (500 pg) de exudados foliares de tabaco (N. tabacum L.) (10 lineas)
contra las bacterias fitopatégenas Xanthomonas campestris (Xc) y Pectobacterium carotovorum (Pc). La zona de inhibicién se determina
por el didmetro expresado en centimetros (cm) e incluye el didmetro del disco (0,7cm). K: kanamicina como control positivo (500

Hg)-
Lineas de tabaco evaluadas y diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano (cm)
Nic Nic Nic Nic Nic Nic Nic
B i E NN BHmMN K
acterias | CE | § 1017 | 1019 ™Y1 1003 | 1061 | 1015 | 1016 | 1006
X.c 1,3c¢c | 1,3¢ 1,4 c 1,7b 1,7b 1,5c¢ 1,9b 1,4 c 1,8b 1,5c¢ 3,3a
P.c ni ni ni ni ni ni ni 1,6 b ni ni 2,6 a

Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre lineas de tabaco y kanamicina para cada bacteria independiente (Anova de
un factor y Tukey en un analisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=6).

Figura 3. Efecto antibacteriano in vitro de extractos crudos (500 pg) de exudados foliares de tabaco (N. tabacum L.) por el método
difusién en agar con discos de papel de filtro contra dos bacterias fitopatégenas Xanthomonas campestris (A, B, C) y Pectobacterium
carotovorum (D, E, F) determinado por el halo de inhibicién de crecimiento bacteriano. Extractos obtenidos con cinco solventes
(E: etanol 90 %, M: metanol, D: diclorometano, A: acetato de etilo, B: n-butanol) linea Nic 1061 contra Xanthomonas campestris (a)
y Pectobacterium carotovorum (d). Extractos etandlicos obtenidos a partir de 10 lineas de tabaco 1: CE, 2: SNN, 3: Nic 1017, 4: Nic
1019, 5: BHmN, 6: Nic 10103, 7: Nic 1061, 8:Nic 1015, 9: Nic 1016, 10: Nic 1006 contra Xanthomonas campestris (b, c) y Pectobacterium
carotovorum (e, f). K: kanamicina como control positivo 500 pg. C-: dimetilsulféxido como control negativo.
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Tabla 4. Efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones de extractos etanélicos de exudados foliares de tabaco (N.
tabacum L.) de lineas seleccionadas por su actividad antibacteriana contra las bacterias fitopatégenas Xanthomonas campestris (Xc)
y Pectobacterium carotovorum (Pc). La zona de inhibicién se determina por el didmetro expresado en centimetros (cm) e incluye el
diametro del disco (0,7 cm). K: kanamicina como control positivo (500 pg).

Cantidad de extracto aplicada en cada disco de papel de filtro (pg)
diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano (cm)
Bacterias Lineas 5 25 50 75 100 200 300 400 500 K
BHmMN ni 10c | 1,1¢c | 1,4bc| 1,5bc | 1,4bc 1,6 b 1,6 b 1,6 b 3,0a
Xc Nic 1061 09c | 09c |13bc|1,4bc| 1,5bc | 1,5bc 1,8b 1,8b 1,8b 3,1a
Nic 1016 ni 0,8c [1,2bc|13bc| 1,5b 1,6 b 1,5b 1,5b 1,6 b 29a
Pc Nic 1015 0,8c |09bc| 1Tbc |0,9bc 1 bc 1,0bc | 1,0 bc 1,4b 1,4b 1,9 a

Medias con letras diferentes representan diferencias significativas entre concentraciones para cada linea de tabaco independiente (Anova de un

factor y Tukey en un andlisis estadistico realizado en SPSS para p<0.05, n=6).

inhibieron la enfermedad provocada por Ralstonia
solanacearum en plantas de tabaco, tomate y Arabi-
dopsis después de aplicado el producto a las raices
sin haber mostrado actividad antibacteriana. Lo que
sugiere que es posible que los terpenos presentes
en los extractos crudos estén involucrados en la
respuesta antibacteriana pero segin el mecanismo
de accion estos podrian servir como inductores de
defensa en la planta aun cuando no hayan mostrado
una inhibicion directa del crecimiento bacteriano.

La seleccion de candidatos para obtener extractos
crudos que tengan efecto inhibitorio sobre las bac-
terias fitopatégenas de interés se basa como primer
criterio, en que estos extractos etandlicos muestren
un efecto inhibitorio in vitro de los patégenos. Otros
criterios a tener en cuenta es que la planta, en el pro-
ceso de extraccion, presente grandes rendimientos
de los metabolitos en general, asi como también al-
gunos indicadores morfolégicos que pudieran guar-
dar relacion con la sintesis del producto natural. Sin
embargo, aun cuando el nimero de hojas es de los
mas bajos y los rendimientos son intermedios, segin
nuestros resultados para el control de P. carotovo-
rum el extracto obtenido de la linea Nic 1015 se se-
lecciona como candidato potencial por ser el tnico
que mostré una evidente inhibicién del crecimiento
de la bacteria. Para el caso de X. campestris, cuatro
extractos muestran similar efecto inhibitorio, por lo
que este criterio en combinacion con los resultados
en ndmero de hojas, y rendimiento, nos lleva a la
seleccion de la linea Nic 1061 con mayor ndmero
de hojas y rendimiento intermedio. No obstante las
lineas Nic 1019, BHmN y Nic 1016 también pue-
den considerarse como candidatos potenciales para
la obtencion de exudados foliares etandlicos en el
control de X. campestris. Una combinacién de un
solo producto a partir de estos extractos selecciona-
dos pudiera dar un buen resultado en el control de
ambas bacterias.

Conclusiones

Se seleccioné el etanol 90% como mejor solvente
para la obtencién de extractos crudos provenientes de
exudados foliares de tabaco y se obtuvieron extractos
crudos etandlicos a partir de exudados foliares de Ii-
neas de tabaco que mostraron una diversidad quimica
en cuanto a concentraciéon, composicion y rendimien-
to, ademas de actividad antibacteriana in vitro contra
las bacterias fitopatogenos evaluadas: X. campestris y
P. carotovorum para algunos casos. Estos resultados
sugieren el uso potencial de los extractos etandlicos
obtenidos a partir de las lineas Nic 1061 y Nic 1015
como mejores candidatos contra X. campestris y P. ca-
rotovorum respectivamente como un efectivo agente
para la proteccion de cultivos, previa evaluacion en
condiciones in vivo en invernadero y en campo como
alternativa al uso de bactericidas quimicos para la pro-
teccion de cultivos de interés agricola.
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Litoral (ESPOL) y en el Centro de Investigacién y Desarrollo de la Unién Nacional de Canicultores del Ecuador (UNCE).

Resumen

Los métodos de saneamiento de plantas se basan fundamentalmente en el empleo combinado de cultivo in vitro de me-
ristemos con tratamientos mediante hidrotermoterapia. Este trabajo se realizé con el objetivo de obtener plantas para usar
como semilla libre de patégenos sistémicos, con énfasis en la enfermedad raquitismo de los retoios de la cana de aztcar
(RSD). El trabajo se llevé a cabo con diferentes cultivares de cafia de azdcar, los cuales fueron previamente identificados
mediante marcadores bioquimicos basados en los patrones electroforéticos de isoenzimas peroxidasas. El saneamiento
se realizd en tres etapas sucesivas mediante tratamiento hidrotérmico a 52 °C durante 2h y uso del fungicida vitavax, un
segundo tratamiento hidrotérmico a los meristemos a 51 °C durante 10 min y una tercera etapa donde las vitroplantulas
se propagaron en presencia del antibiético gentamicina. La deteccion de RSD se efectué mediante el empleo de la técnica
de tincion de haces vasculares funcionales. Los resultados permitieron la creaciéon de un banco de germoplasma de plan-
tas libres de los principales patégenos bacterianos sistémicos y con alta calidad genética, lo que aport6 semilla basica de
excelente calidad para establecer semilleros. La conservacion incluyé el mantenimiento de plantulas in vitro y la creacién
de un “banco de ADN” que permite conservar el genofondo en condiciones de laboratorio. Se propone finalmente una
metodologia para la obtencion de plantas saneadas a partir de yemas y meristemos.

Palabras clave: Saccharum spp.; saneamiento; cultivo de yemas; meristemo.

Abreviaturas: BAP: 6-benzyl-aminopurina; LSD: Escaldadura foliar; RSD: Raquitismo de los retonos; VMCA: Virus del mo-
saico de la cafia de aztcar; THV: tincion de los haces vasculares;

Abstract

Methods for obtaining healthy plants are mainly based on the combined use of meristem in vitro culture and hydrother-
motherapy. This work was carried out in order to obtain free- pathogen plants for using as seeds, emphasizing ratoon
stunting disease (RSD) of sugarcane. The work was performed using a group of sugarcane cultivars, which was confirmed
the variety identification by means of peroxidases isozymes electrophoretic patterns. Plant sanitation was performed in
three successive steps by means of hydrothermal treatment at 52 °C during 2h and using the fungicide vitavax, a second
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hydrothermal treatment at 51 °C during 10 min to the meristem and a third step in which vitroplantlets were propagated
in presence of the antibiotic gentamicin. RSD detection was done by using the staining transpiration methods (STM) of
functional bundles. Results allowed the creation of a germoplasm bank of sugarcane plants free of the most important syste-
mic bacterial pathogens, with high genetic quality, which provided basic seed of excellent quality for establishing seedlings.
Conservation included an in vitro-plantlets bank and the creation of a “DNA bank” which allows preserving the genetic fond
in laboratory conditions. Finally a methodology for obtaining free-pathogens plants from buds and meristems is included.

Key words: Saccharum spp.; plant sanitation; culture of buds; meristem.

Recibido: noviembre 28 de 2014

Introduccién

La conservacion y el mantenimiento de los recursos
genéticos de un pais, ademas de ser un derecho sobe-
rano, es una necesidad que permite la manipulacion
sobre el germoplasma de un cultivo en cuestion.

El término germoplasma se refiere al material que se
conserva como semillas, cultivo de tejido o plantas
establecidas en colecciones de campo que retne la
variabilidad genética intra-especifica de los materiales
genéticos que pueden perpetuar una especie o una po-
blacion de un organismo. Existen diferentes formas de
conservar el germoplasma de un cultivo. Se destacan
entre ellas, la conservacion in situ en bancos, colec-
ciones o jardines, la conservacién de tejidos y plantas
en medios de cultivos in vitro y la crio-conservacion,
técnica que cobré desarrollo con el advenimiento de
las técnicas de cultivo de tejido vegetal in vitro. De
estos métodos, la conservacion in situ en bancos es la
forma mas comun, extendida y facil de llevar a cabo
(Demey, 2008).

En aras de resolver las necesidades crecientes de ali-
mento, el hombre ha logrado incrementar las produc-
ciones de los diferentes cultivos agricolas de interés.
En este afan, el mejoramiento de las especies vegeta-
les para casi todos los cultivos de interés econémico
ha conllevado el uso reiterado de las mejores varie-
dades, cepas o lineas en trabajos de mejora genética.
Esto ha causado que muchas de las variedades obteni-
das estén emparentadas entre si, lo que provoca una
estrecha base genética. Una forma de resolver esta
situacion es el empleo de diversas formas genéticas
cercanas a la especie en cuestion, que aportan rustici-
dad en dicho proceso de mejora genética.

En la cafa de azicar (Saccharum spp. hibrido) como
en la mayoria de las especies comerciales cultivadas,
los hibridos modernos poseen una estrecha base gené-
tica (Costet et al., 2012). Uno de los objetivos de todo
programa de mejoramiento genético es precisamente
ampliar esa base genética. En tal sentido, la conserva-
cion del fondo genético (genofondo) es tarea de pri-
mer orden (Min Agricultura Espana, 2014).

El establecimiento de un banco de semilla biotecno-
l6gica certificada es una necesidad para disponer de
plantas genéticamente identificadas y libres de enfer-

Aprobado: abril 24 de 2015

medades para su posterior multiplicacion con fines co-
merciales, de investigacién y mejoramiento genético.
Por el contrario, la propagacion de plantas no tratadas,
favorece la apariciéon de otros focos de infeccién, lo
cual puede provocar epifitias y dafo ambiental. Para el
caso del Ecuador, la enfermedad “raquitismo de los re-
tonos” (RSD) causada por la bacteria Leifsonia xili ssp.
xili Davis resulta una de las principales enfermedades
sistémicas de interés para la cafna de azicar.

El objetivo de este trabajo fue determinar la efecti-
vidad de los tratamientos que permitan obtener un
material inicial de cafa de azdcar bien identificado
y libre de enfermedades sistémicas para su posterior
propagacion acelerada, que permita el montaje de un
pequeno banco de germoplasma sano en un plazo re-
lativamente breve.

Materiales y métodos

El trabajo se desarroll6 en el Centro de Investigacion
y Desarrollo perteneciente a la Union Nacional de Ca-
nicultores del Ecuador (UNCE), ubicado en el Cantén
El Triunfo km. 53 Via Duran Tambo, cuenca baja de la
Provincia del Guayas, sector Agua Santa, con una tem-
peratura promedio anual de 25°C, precipitacion media
anual de 1202,2 mm, humedad relativa del 80,1% vy
una altura de 60 msnm, la mas importante region azu-
carera del pais.

Identificacién de cultivares

Se emplearon un total de ocho cultivares de caha de
azucar de 7-9 meses de edad, de los mas empleados
en el Ecuador. Estos fueron previamente identificados
mediante caracteres morfolégicos: Ragnar, CC85-92,
RD75-11, CR74-250, BJ70-46, C87-51, SP70-1143 y
Mex64-1487. En este trabajo se confirmé la identifica-
cion mediante el empleo de isoenzimas peroxidasas,
como describen Arellano et al. (2012). Se escogieron
hojas +3 de plantas adultas de cada cultivar empleada
empleado y se maceraron en Nitrégeno liquido. Luego
se anadio una solucion que contenia sacarosa 20% y
0,025% dietil-ditiocarbamato de sodio (DECA). La elec-
troforesis en condiciones nativas se realizé6 empleando
un sistema de corrida vertical, usando un gel de sepa-
racion de poliacrilamida de 8,5 %, con un tampon de
corrida de Tris-Glicina 0,04 M a pH 8,3. El método de
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tincion se basé en el empleo de o-dianisidina, en pre-
sencia del sustrato peroxido de hidrégeno.

Primera etapa de saneamiento
del material vegetal

El material vegetal procedente de los cultivares de la
cana de azicar empleados en este trabajo estaba vi-
goroso y sin sintomas visibles de las principales enfer-
medades. Las estacas, con yemas laterales del tercio
medio del tallo, se cortaron empleando herramientas
desinfectadas con alcohol etilico al 70% vy se lavaron
cuidadosamente con agua corriente y detergente, sin
afectar la integridad de las yemas laterales. Estas ye-
mas se colocaron en un bano de agua caliente a 52
°C por 2 h. Después de realizar la hidrotermoterapia,
las yemas se colocaron esta vez en un bano de agua
helada para detener el tratamiento y puestas en una
solucion del fungicida vitavax® 2 gL' para su desin-
feccion. Luego de 20-25 min las yemas se incubaron
a 37 °C por 12-15 dias para su germinacion, cubiertas
con gasa y algodén humedecidos. El mantenimiento
se realizé cada 48 h. Las yemas germinadas se sembra-
ron en pequenas fundas plasticas negras que conte-
nian un sustrato estéril compuesto por tierra- cascarilla
de arroz (tamo)-cachaza- arena en las proporciones
2:1:1:1. Luego se aplicé formol al 2% durante 15 dias,
aplicando posteriormente el riego diario a este mate-
rial. Estas yemas germinadas en condiciones controla-
das se trataron con el fungicida oxicloruro de cobre
2,5 g.L'" junto al bactericida sulfato de cobre 0,5 mg.L"
una vez por semana.

Segunda etapa de saneamiento de plantas
de caiia de aziicar y establecimiento
del cultivo in vitro

A los 3-4 meses después de haber sembrado las yemas
saneadas en el invernadero, los verticilos apicales de
las plantas que poseian 2-3 nudos visibles, se emplea-
ron para la obtenciéon de los meristemos apicales. Para
ello se realiz6 la desinfeccion del cogollo y los meris-
temos apicales cubiertos con 2-3 hojas primordiales
inmaduras (generalmente de color amarillento), de un
tamano de hasta 4 mm de altura 'y 1-2 mm de base, se
extrajeron y colocaron en tubos de ensayo que conte-
nian 10 ml de agua estéril calentada a 51 °C. Diez mi-
nutos después, la hidrotermoterapia de los meristemos
se interrumpio bruscamente y se colocaron los tubos
con los meristemos en agua fria a 4 °C con agitacion.
Las condiciones asépticas en el medio de estableci-
miento se mantuvieron en presencia de 0,2 mg.l" de
6-benzyl-aminopurina (BAP), donde permanecieron
de 15 a 20 dias a temperatura de 26-28 °C y 6000
lux de iluminacion. Posteriormente, los cultivos se re-
sembraron en el medio de multiplicacion en presencia
de BAP hasta lograr su establecimiento. Esta hormona
solamente se anadio en la etapa de multiplicacién.

Tercera etapa de saneamiento de diferentes
cultivares de caiia de aziicar

Una vez establecido el cultivo, las vitroplantulas se re-
sembraron en el medio de propagacién en presencia
del antibiético gentamicina 50 mg.L', donde perma-
necieron durante 7 dias. Luego las plantas se resem-
braron en el medio de enraizamiento en presencia de
altas concentraciones (20-30 g.L") de sacarosa y acido
3-indol acético (AIA) (1-6 mg.L"), eliminando las que
mostraron hojas amarillentas provocadas por efecto
del antibiético y que no presentaban buenas caracte-
risticas después del tratamiento. Las vitroplantas pro-
pagadas después de la segunda etapa de tratamiento
se utilizaron para la extraccion de micromeristemos,
los cuales tenian dimensiones entre 0,5 a 0,8 mm bajo
el microscopio estereoscopico. Una vez obtenida la
cantidad de plantas necesarias, se procedio al enrai-
zamiento y pase a fase | de aclimatizacion (invernade-
ro). En todos los casos, los medios de cultivo sintéticos
empleados tuvieron como base el medio descrito por
Murashige y Skoog (1962), con las modificaciones
descritas por Korneva et al. (1986).

Aunque se partio de plantas sanas sin sintomas eviden-
tes de enfermedad, en cada etapa de saneamiento se
evalud la presencia de la enfermedad “raquitismo de
los retofios” (RSD), en las plantas usadas como mate-
rial de partida de las yemas y posteriormente en las
plantas adultas obtenidas por meristemos derivadas de
estos tratamientos. El andlisis de confirmacion emplea-
do para el diagnéstico de la enfermedad “raquitismo
de los retonos” fue el método presuntivo previamente
descrito en la literatura, basado en la transpiracion del
tejido vegetal y el conteo de haces vasculares funcio-
nales y no funcionales (Chagas y Tokeshi, 1994). Para
ello se tomaron al azar 10 tallos adultos por réplica de
cada planton seleccionado del cultivar en estudio y se
cortaron a nivel del suelo, dejando las hojas fisiologica-
mente activas de cada variedad a evaluar. Para la tin-
cion de los haces vasculares los tallos se sumergieron
en una solucién de safranina (1,25% p/v) durante una
hora y después se retiraron y dejaron secar. A partir
del segundo entrenudo basal se sacaron laminas (ro-
dajas) de 10 mm de didmetro, que se dejaron secar a
temperatura ambiente. Luego se observaron en un es-
téreo-microscopio marca Boeco para el conteo de los
haces funcionales y no funcionales, los cuales se iden-
tificaron por la presencia de una coloracion rojiza o
parda, respectivamente. También se usé un microsco-
pio 6ptico Fischer Scientific modelo Micromaster con
camara acoplada y un objetivo con 40 aumentos para
el conteo de los haces vasculares funcionales y no fun-
cionales. Con esos resultados se calculé el porcentaje
de vasos funcionales (VF) y no funcionales (VNF) segin
Harrison y Davis (1988), segtn la ecuacién: % VF= VF/
VT x 100% y VNF= VNF/VT x 100%, donde VT es el
total de vasos evaluados.

Semilla biotecnoldgica de cafa de aztcar
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Adicionalmente, se determiné la presencia de sinto-
mas correspondientes a la enfermedad sistémica es-
caldadura foliar, causada por la bacteria Xanthomonas
albilineans Ashby (Dowson).

Para la creacion del banco de ADN, se llevé a cabo la
extraccion del material genético de acuerdo a lo des-
crito por Doyle y Doyle en 1983.

Resultados y discusién

La identificacion de los cultivares utilizados mediante
los patrones de isoenzimas peroxidasas se muestra en
la figura 1. El patréon electroforético de cada cultivar
resulté Unico, como habia sido descrito anteriormente
(Arellano et al., 2012). La importancia de la identifica-
cion de los cultivares obedece al hecho de evitar la pre-
sencia de mezclas varietales en los campos, situacion
que puede producir disminucién en los rendimientos
o la posibilidad de ataques inesperados por patégenos
en cultivares que son resistentes, pero mezclados con
otro que puede ser susceptible.

Los caracteres agro-morfolégicos descritos anterior-
mente estan conformados por caracteristicas feno-
tipicas de facil identificacion visual o medicion tales
como: color y altura del tallo, forma de la yema y de
los entrenudos, rendimiento, susceptibilidad o resis-
tencia a stress hidrico, plagas o enfermedades. Estos
caracteres se definen como “descriptores” para cada
cultivo y son aprobados por los organismos internacio-
nales encargados de ello.

En el caso de los caracteres bioquimicos y moleculares,
los descriptores estaran conformados por la expresion
genotipica a través del patron multi-banda observado
para cada individuo después de su visualizacion me-
diante electroforesis de proteinas o de productos de
amplificacion de la molécula de ADN. Debe senalarse
que en términos de bancos de germoplasma, los mar-
cadores bioquimicos y moleculares se han convertido
en uno de los descriptores mas utiles y mas emplea-
dos de los dltimos tiempos. En este sentido, la figura
1 constituye el descriptor bioquimico empleado para
el manejo de las variedades en estudio y que fue el

Figura 1. Patrones de electroforesis de isoenzimas peroxidasas de los cultivares de cafia de azticar empleados en este trabajo. A)
patrén de electroforesis de isoenzimas peroxidasas; B) zimograma correspondiente al patrén electroforético obtenido. Cultivar:
1: Ragmar; 2: CC85-92; 3: RD75-11; 4: SP70-1143; 5: CR74-250; 6: C87-51; 7: Mex64-1487; 8: BJ70-46
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empleado en este trabajo. Puede apreciarse que todos
los patrones isoenzimaticos distinguen a cada cultivar
en estudio.

Saneamiento y multiplicacion de variedades de caiia
de aziicar destinadas para el establecimiento del
banco germoplasma certificado

Con relacién al saneamiento, durante el mantenimien-
to de las yemas tratadas, éstas se observaron detenida-
mente y se eliminaron los hongos que crecieron sobre
la superficie, mediante el uso de algodén humedeci-
do con alcohol. La gasa himeda usada como soporte
de las yemas, permitié mantener la humedad relativa
del sistema. El lavado de las yemas laterales del tercio
medio del tallo presente en las estacas, permitié un
elevado nivel de desinfeccion sin afectar la integridad
de dichas yemas. Los tratamientos semanales con el
fungicida oxicloruro de cobre junto al bactericida sul-
fato de cobre, permitieron también estos altos indices
de desinfeccion.

Tablal. Porcentaje de germinacién de los cultivares de cafia
de aziicar en estudio luego del tratamiento térmico a 52 °C

Tratamiento yemas a 52°C
Cultivar %
Total | Germinacion ..
germinacion
Ragnar 48 37 77.0
C(C85-92 43 34 79.0
RD75-11 47 36 76.5
CR74-250 42 25 59.5
B)70-46 53 41 77.3
C87-51 41 27 95.8
SP70-1143 38 29 76.3
Mex 64-1487 52 31 59.6

Las yemas sembradas en el sustrato estéril, mostraron
diferentes porcentajes de germinacion (tabla 1). Se ob-
serva que los porcentajes de germinacion van desde
59,6% para el cultivar Mex64-1487 hasta 79% para
CC85-92 y 95,8% para C87-51. Se conoce que los
aumentos de la temperatura de tratamiento provocan
disminucion de la germinacién de las yemas y la super-
vivencia de las plantas, pero trabajar a temperaturas
inferiores no favorece el proceso de desinfeccion y
saneamiento. Varios autores no lograron germinacion
de las yemas a los tratamientos de 50,5 °C durante 3
h (Chagas y Tokeshi, 1994). Pérez et al., (1998) infor-
maron entre 30-44 % de germinacion utilizando un

tratamiento de 50,5 °C por 2 h sobre propagulos de
una yema de diferentes tamafos y en diversos cultiva-
res. Chinea y Pérez (1997) obtuvieron 30% de germi-
nacion después de aplicar similar tratamiento a yemas
individuales. Pérez y Mauri (1986) solo alcanzaron un
20% de brotacion de yemas tratadas a 50 °C duran-
te 2 h. En ese sentido, los resultados de este trabajo
mostraron valores de mortalidad mucho mas bajos
que los informados con anterioridad. Con respecto al
saneamiento, no se observo la presencia de sintomas
de RSD.

El principal objeto de saneamiento en la cafa de azui-
car en el Ecuador es la eliminacion de la bacteria L.
xyli ssp. xyli, aunque se ha descrito una disminucién
de esta enfermedad en el pais (CINCAE, 2011). El diag-
néstico, basado en el método presuntivo de tincion de
los haces vasculares, descrito previamente por Chagas
y Tokeshi (1994), es menos efectivo que otros infor-
mados, pero es de facil desarrollo para un diagndstico
rapido. Aunque en muchos de los trabajos citados se
parti6 de material enfermo para confirmar el sanea-
miento, en nuestro caso las plantas empleadas se en-
contraban vigorosas vy libres de sintomas (figura 2). Es
necesario mencionar que la metodologia empleada no
es la mas moderna ni sensible para la deteccién de la
bacteria. Por ello, puede haber falsos negativos dados
por ejemplo por las bajas concentraciones bacterianas

Varios trabajos sobre esta tematica realizaron el diag-
néstico basado en el andlisis dot-blot y por inmuno-
fluorescencia indirecta (IFl). Hernandez et al., (1997)
detectaron presencia de RSD, por lo que el tratamien-
to térmico no resultd efectivo en ningln caso para la
eliminacion de L. xyli. Ramallo y de Ramallo (2001)
coincidieron con esos informes, donde no lograron
saneamiento a RSD con el tratamiento hidrotérmico

Figura 2. Haces vasculares funcionales (sanos) del cultivar
de cafia de aztcar CC85-92. Obsérvese la coloracién rojiza
correspondiente a la tincién empleada. En la parte inferior
izquierda la flecha indica un vaso dafiado.
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a 50,5°C durante 2h, aplicado a propagulos de una
yema, aunque lograron la atenuacién de la bacteria.
Resultados similares obtuvieron Pérez et al., (1998),
quienes no consiguieron erradicar el patégeno em-
pleando igual tratamiento, aunque si se disminuyé la
concentracion de células de la bacteria. Algunos de
estos tratamientos no resultaron efectivos debido a
diversas causas. Iglesia et al. (2007a) observaron dis-
persion en los datos de las diferentes determinaciones
de cada variedad lo que podia atribuirse a la respuesta
individual de cada planta y segtn el genotipo emplea-
do. Esto obliga a que las evaluaciones abarquen un
ndmero superior de muestras, que las establecidas.
Otra causa podia ser el ndmero insuficiente de trata-
mientos. Algunos autores han planteado la necesidad
de realizar como minimo tres tratamientos sucesivos
de hidrotermoterapia a semilla comercial, ademas de
aplicar las medidas de control adecuadas, para poder
controlar eficientemente el RSD. Se ha determinado
también que un solo tratamiento no logra la inactiva-
cion total del organismo causal de la enfermedad (Chi-
nea y Pérez, 1997; PiAdn, 2001). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que tratamientos sucesivos también
disminuyen el porcentaje de germinacién de las ye-
mas.

En el presente trabajo, aunque no fue un objetivo
esencial, tampoco se detectaron sintomas de la en-
fermedad sistémica Escaldadura foliar, causada por
la bacteria Xanthomonas albilineans Ashby (Dowson).
Hay que destacar que el cultivar CC85-92, uno de
los de mas rapido crecimiento entre los canicultores
en el Ecuador, es susceptible a esta enfermedad. Por
tanto, la aplicacion de estas técnicas de saneamiento,
en combinacion con la aplicacion de la micropropaga-
cion acelerada mediante cultivo in vitro de meristemos,
Arellano et al., (2009) evidencian una disminucién de

la incidencia de estas dos enfermedades bacterianas
sistémicas.

Segunda etapa de saneamiento de plantas
de cafia de azicar y establecimiento
de cultivo in vitro

El saneamiento de los verticilos apicales de plantas de
3- 4 meses provenientes de las yemas saneadas en el
invernadero, se muestra en la tabla 2. La tabla muestra
el nimero de meristemos a los que se les realizé ter-
moterapia, de estos los que sobrevivieron al salir de PO
y su porcentaje, luego los que pasaron a P1 y sobrevi-
vieron y finalmente en P2 el total de brotes obtenidos.
Puede apreciarse que los porcentajes de supervivencia
van desde 65,6% para el cultivar Mex64-1467 hasta
96% para C87-51 en el primer pase. Este comporta-
miento evidencia la dependencia del cultivar con rela-
cion a la supervivencia.

En las técnicas de cultivo in vitro de tejido, la mayor
pérdida del material vegetal ocurre en los primeros pa-
ses POy P1 por el establecimiento del cultivo. A partir
de P2 esto disminuye, pues la planta se ha formado
completamente. Por esa razon se evalué el porcentaje
de sobrevivencia en POy P1.

A pesar de los controles en las condiciones experimen-
tales, no fue posible disminuir las pérdidas ocasiona-
das en esta etapa. Las excesivas manipulaciones del
material vegetal (manejo de instrumentos, calor exce-
sivo, corte inadecuado del meristemo) pudieran ser
algunas de las causas de las pérdidas. Estas pérdidas en
la supervivencia no pueden vincularse a una reduccién
de la masa seca, la cual esta asociada a la presencia
de brotes hiperhidricos. Segtin Kevers et al. (2004), la
hiperhidricidad implica problemas de diferenciacion
celular, por lo que los brotes no pueden tener un de-

Tabla 2. Tratamiento térmico a meristemos de los cultivares de cafia de azticar en estudio provenientes de las yemas tratadas.

—— Termoterapia (51°C) Supervivencia (%)
Meristemos PO (brotes) % P1 (brotes) % P2 (brotes)
Ragnar 37 30 81 26 80 37
CC85-92 34 29 90 20 68.9 20
RD75-11 36 27 75 21 77.7 21
CR74-250 33 25 76 19 76 48
BJ70-46 41 28 68 19 68 35
C87-51 27 25 96 23 92 22
SP70-1143 29 23 79 20 86 20
Mex 64-1487 31 21 65.6 18 85.71 26
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sarrollo morfo-fisiolégico normal. Este fendmeno que
no ha sido dilucidado completamente ha sido descrito
como un desorden multicausal (Quiala et al., 2012).

El cultivar Mex64-1467, que durante el tratamiento
prolongado a 51 °C resulté el de mas bajo porcentaje
de germinacién, mostré también los menores porcen-
tajes de supervivencia.

Debe senalarse que la utilizacién de 6-BAP en el medio
de establecimiento facilité el incremento del nimero
de brotes a pesar de la aplicacién del tratamiento tér-
mico prolongado. El 6-BAP ha sido utilizado con éxito
para estimular la proliferacion de brotes en diferentes
protocolos de cultivo in vitro de otros cereales (Marti-
nez-Medina et al., 2012; Medina et al., 2012; Syamala
y Devi, 2003).

Tercera etapa de saneamiento de diferentes
cultivares de caiia de aziicar

El siguiente paso de resiembra de las plantas en el me-
dio de propagacion en presencia de 50 mg.L"' del an-
tibiético gentamicina, permitié incrementar el ndmero
de brotes, el nimero de plantas saneadas y conse-
cuentemente, el ndmero de plantas en fase de enrai-
zamiento (tabla 3). La inclusion de este antibiético de
amplio espectro, facilité la disminucién de la contami-
nacion exégena. En estas condiciones de trabajo, este
paso conlleva el empleo de antibi6ticos y el uso de
micromeristemos como un tercer tratamiento. La tabla
muestra el incremento en el nimero de plantas en los
sucesivos pases, desde P3 hasta P6, que alcanzaron
hasta miles de plantas saneadas y enraizadas.

Como ya se ha referido antes, en estos experimentos
se parti6 de material libre de enfermedades, o al me-
nos sin sintomas visuales de las mismas. En estas cir-
cunstancias resulta dificil referirse a saneamiento si se

parte de plantas de apariencia sana y vigorosa, pero la
idea inicial era garantizar la creacién de un banco de
germoplasma listo para utilizarse como semilla basica
de forma inmediata.

El empleo de dpices meristematicos ha sido empleado
para la micropropagacion de la cana de azuicar. Victo-
ria et al. (1998) lograron eliminar a la bacteria causan-
te del Raquitismo al utilizar tratamientos combinados
de hidrotermoterapia previo al cultivo de meristemos.
Similares resultados obtuvieron Peteira et al. (1992)
quienes alcanzaron entre 96-100% de saneamiento al
combinar el cultivo de apices con termoterapia (50°
C durante 10 minutos). El empleo de sistemas com-
binados ha logrado la eliminacién del RSD y también
de otros patdgenos sistémicos de la cafa de azucar,
como la bacteria causante de la escaldadura foliar y el
Virus del mosaico de la cana de aziucar (Matsuoka et
al., 1988; Sordiy Tokeshi, 1988; Matos, 2002; McGui-
re et al,, 2009).

Con respecto al diagnéstico, aunque el método em-
pleado fue el de tincion de los haces vasculares (STM)
descrito por Chagas y Tokeshi (1994), hay que se-
nalar que su cardcter presuntivo permite facilitar el
andlisis y elevar los volimenes de muestras por su
relativa simplicidad, pero puede provocar confusién
con otras patologias. El método ha sido previamente
empleado como una alternativa inicial a los trabajos
de diagndstico (Iglesia et al., 2007a) y a pesar de la
falta de precision dada por la inespecificidad de los
sintomas de esta enfermedad, lo simple del método
facilita su realizacion, ejecucion directa en el campo,
asi como la poca necesidad de equipamiento para el
conteo de los haces funcionales y no funcionales. A la
vez permite disponer de una escala para interpretar
los resultados.

Tabla 3. Tratamiento con antibiético y nimero de plantas saneadas de los cultivares de cafia de azticar en estudio

Tratamiento con gentamicina Plantas saneadas Enraizamiento
Cultivar

P3 (brotes) P4 (brotes) P5 (brotes) P6 (brotes) Plantas
Ragnar 52 296 440 1024 1424
CC85-92 43 356 1014 2739 4383
RD75-11 67 144 408 992 2210
CR74-250 116 438 1095 2209 3264
BJ70-46 59 114 350 800 1523
C87-51 61 140 322 966 2125
SP70-1143 20 88 203 632 1316
Mex64-1487 42 108 296 680 1855
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Una posibilidad que brindan los bancos de germo-
plasma es conservar y mover material de alta calidad
fitosanitaria. La utilizaciéon de termoterapia junto a la
desinfeccion del material de trabajo, es una practica
antigua pero muy eficiente para erradicar patégenos
que se mueven de forma sistémica a través del vege-
tal. En el caso de trabajar con meristemos in vitro, su
pequefo tamafo y su velocidad de propagacion dis-
minuyen extraordinariamente la probabilidad de desa-
rrollo de esos patégenos sistémicos, bacterias o virus
principalmente. Unido a esto, se conoce de la existen-
cia de sustancias que actdan impidiendo el desarrollo
de patégenos, en particular la presencia de guanina,
que segun estudios realizados, parece tener una ac-
cion antimicrobiana (Shuravlev, 1979).

La preservacion de los recursos fitogenéticos enten-
didos éstos como el material hereditario con valor
econdémico, cientifico o social contenido en las espe-
cies, es de importancia capital en la lucha contra dife-
rentes calamidades, como el hambre, la malnutricion
mundial, pero también el decaimiento genético de los
cultivos y la pérdida de diversidad genética. Es aqui
donde juegan un papel importante los bancos de ger-
moplasma y de genes. Los bancos de germoplasma
resguardan la fuente de variabilidad requerida por los
mejoradores de plantas para el desarrollo de cultivares
que permitan al agricultor superar las limitaciones na-
turales a fin de obtener mayores beneficios de su ac-
tividad, asi como asegurar la fuente contra la erosion
genética (Demey, 2008). Los estudios de la diversidad
genética dentro de estos bancos de genes son una de
las herramientas que ayudan a tener un control mas
efectivo sobre la erosion genética. Permiten definir los
patrones de variacion que determinan la incorpora-
cion de individuos a programas de mejoramiento ge-
nético, ya sea por sus caracteristicas promisorias o por
susceptibilidad a condiciones biéticas o abidticas, faci-
litando la incorporacién de genes y el establecimiento
de la mejor estrategia reproductiva. Esto garantiza la
elevada calidad genética.

Un importante aspecto que se debe también senalar
como resultado de este trabajo es el mantenimiento
de un Banco de germoplasma in vitro con las varieda-
des que hay en el banco in situ en el campo. Aunque
no se muestran detalles en este trabajo, como comple-
mento de ésto, el genofondo se conservé a través del
mantenimiento del ADN a temperaturas de -20 °C du-
rante tiempos prolongados. Esta creacion de los ban-
cos in vitro y del “banco de ADN” permite conservar el
material genético en espacios muy reducidos, durante
largos periodos con independencia de las condiciones
ambientales.

Finalmente, se propone una metodologia de obten-
cion de material agamico de cana de aztcar, donde se
combinan el tratamiento hidrotérmico con el cultivo
de yemas mediante la micropropagaciéon de meriste-
mos en diferentes etapas. Esta propuesta de metodo-

logia esta fundamentalmente dirigida a la enfermedad
bacteriana sistémica de la cana de azdcar RSD (Leif-
sonia xyli ssp. xyli Davis), aunque puede favorecer la
disminucion de otras enfermedades sistémicas del
cultivo como la LSD (Xanthomonas albilineans Ashby
Dowson), que se estd presentando con frecuencia
en un cultivar en crecimiento en el Ecuador como
es CC85-92, asi como la enfermedad viral Mosaico
de la cana de azicar (VMCA). Con relacion al méto-
do de confirmaciéon del saneamiento, éste constituye
el primer acercamiento, pues debe completarse con
el andlisis basado en los métodos moleculares (PCR)
para ambas enfermedades bacterianas. Estos resulta-
dos estan en fase de complementacién con el método
molecular basado en la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), con el empleo de cebadores especificos
de la bacteria Leifsonia xyli spp. xyli y con el método
inmunoquimico ELISA. En la actualidad estos métodos
son los mas empleados y poseen una alta eficiencia
de deteccion (Iglesia et al., 2007b; Taher-Khani, 2010).
Partir de un material vigoroso vy al parecer libre de la
enfermedad, dificult6 la certeza de si efectivamente el
saneamiento se llevé a cabo. Sin embargo, la no apari-
cion de los sintomas confirmé la limpieza del material,
aun cuando se empleé el método presuntivo de tin-
cion de los vasos no funcionales.

Con relacion a la micropropagacion, es conocida la
condicion de rejuvenecimiento fisiolégico que introdu-
ce y que ha sido descrita desde los primeros trabajos
de propagacion in vitro de meristemos.

Todos estos datos constituyen importante informacion
para lograr un manejo adecuado en la utilizacion de
los recursos fitogenéticos de la cana de azicar.

Ademas de lo anterior, este trabajo puede constituir
una estrategia para prevenir o disminuir la disemina-
cion de estas enfermedades sistémicas, mediante la
entrega a los Canicultores de semilla de alta calidad
fitosanitaria y genéticamente bien identificada, como
la obtenida por estos procedimientos. De igual forma,
esta semilla puede constituir un material idéneo para
el intercambio genético entre paises.

Conclusiones

Se propone una metodologia para obtencién de semilla
de alta calidad genética, que combina los tratamientos
hidrotérmicos con las manipulaciones de los meriste-
mos, los cuales favorecen el proceso de saneamiento.

Se establecié un banco de donantes que sirve como
material para plantar semilleros de semilla basica, que
permita controlar la diseminacion de algunas enferme-
dades sistémicas como el RSD.

Recomendaciones

Se recomienda completar con métodos moleculares
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa
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(PCR), con el empleo de cebadores especificos para la
bacteria L. xyli spp. xyli, asi como el método inmuno-
quimico ELISA, que son los mas empleados y de mayor
eficiencia de deteccion
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Resumen

Quince aislamientos de actinobacterias solubilizadoras de fosforo obtenidas a partir de suelos de los andes orientales
colombianos fueron identificadas por sus caracteristicas morfolégicas y por la secuenciacion del gen 16S ADNTr. El andlisis
BLASTN de las 15 secuencias obtenidas mostré que los aislamientos pertenecian al género Streptomyces. Paralelamente,
los aislamientos fueron sometidos a la deteccion de acidos organicos, durante el proceso de solubilizacién de f6sforo con
la presencia mayoritaria de los acidos oxdlico, citrico y glucénico. Dentro de las cepas evaluadas Streptomyces sp. T3A
fue seleccionada para ser evaluada bajo diferentes fuentes de fésforo inorganico debido a los resultados de evaluaciones
cualitativas y cuantitativas realizadas previamente, en las cuales mostré una actividad solubilizadora de fésforo significativa-
mente alta. Los resultados evidenciaron la capacidad de ésta actinobacteria para solubilizar diferentes fuentes de fosfatos
insolubles con valores de 122 mgP-L" para Ca3(POs4), 14 mgP-L' para AIPO4y 19,6 mgP-L" para roca fosférica. También los
ensayos revelaron que la actividad se mantiene en un rango de pH de 5 a 8 con las mismas fuentes de fosfatos evaluadas.
Los resultados presentados contribuyen al avance en la caracterizacién de estas bacterias como promotoras de crecimien-
to vegetal con el fin de presentarlos como un recurso clave a nivel de biotecnologia agricola.

Palabras clave: Streptomyces, Solubilizacion de fésforo, acidos orgénicos, actinobacteria, HPLC.

Abstract

Fifteen isolates of Eastern Cordillera of the Colombian Andes were identified by morphological characteristics and 16S
rDNA gene sequence. The BLAST analysis of 15 sequences shows that isolates belong to Streptomyes. Also we detected
the organic acids in the solubilization process mainly oxalic acid, citric acid and gluconic acid. Streptomyces sp. (T3A)
was selected in preliminary qualitative and quantitative assays by the high phosphorus solubilizing activity; in this work we
evaluate this strain with different forms of inorganic phosphate. The results evidenced the capacity of this actinobacteria
to solubilize phosphorous showed 122 mgP« L' Ca;3(POs),, 14 mgP -« L' AIPO4 and 19,6 mgP - L for rock phosphate. Also
the assays revealed that the activity was maintained between a pH range of 5 to 8 with the same sources of insoluble
phosphates evaluated. These results contribute to characterize these strains as plant growth promotion bacteria and as key
source in agricultural biotech.

Key words: Streptomyces, phosphate solubilization, organic acids, actinobacteria, HPLC.
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Introduccién

El fosforo es uno de los tres macronutrientes esen-
ciales, componente clave de moléculas como 4cidos
nucleicos, fosfolipidos y ATP, adicionalmente forma
parte de la mayoria de los procesos fisiolgicos de los
organismos; sin embargo, en la nutricion vegetal es
un elemento que limita el crecimiento de las plantas
debido a que se encuentra en formas poco disponi-
bles para estas (White y Hammond, 2008; Boschetti
et al., 2003).

Colombia, al ser un pais agricola requiere técnicas no-
vedosas que eleven en forma considerable la produc-
tividad y disminuyan el uso intensivo de fertilizantes
quimicos que suplen la cantidad de nutrientes nece-
sarios para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
En el caso del fésforo, se reportan deficiencias hasta
del 98% de fésforo para las plantas, consecuente-
mente, una gran porcién de los fosfatos inorganicos
aplicados como fertilizantes son inaccesibles para la
planta debido a la rapida formacion de complejos
insolubles a causa de los diferentes tipos de suelo
Andisol, Inceptisol, Mollisol, Oxisol, Ultisol y Vertisol
caracterizados por pH bajos y una alta fijacién de P
(Galvis, 2001; Sierra, 2002; Rao et al., 2004; Vyas et
al., 2007; Oberson et al., 2011; Reed et al., 2011; Bo-
tiva, 2012). Por tal motivo la practica comun en el
pais es la adicion de abonos o fertilizantes quimicos u
organicos, suplementados con enmiendas fosféricas,
con el objetivo de compensar las deficiencias de este
elemento (Burbano y Silva, 2010). La produccion tra-
dicional de fertilizantes quimicos fosforados incluye
tratamientos con efectos negativos al medio ambien-
te, como consecuencia de la extraccion de fosfatos
con acidos a altas temperaturas y, paralelo a esto,
con las aplicaciones de los fertilizantes quimicos, se
observan procesos de eutrofizacion y erosion (Vassi-
lev y Vassileva, 2003; Son et al., 2006; Hamdali et al.,
2008a; 2008b; 2008c).

Colombia tiene el 14% de la biodiversidad mundial y
presenta el mayor nimero de especies/area del pla-
neta, lo que sugiere que esa diversidad en fauna y
flora pudiera estar representada también en los sue-
los colombianos a nivel microbiolégico (Ghazanfar
et al., 2010). Lo anterior permite proponer el uso de
este tipo de organismos como biofertilizantes, tecno-
logia acorde con el medio ambiente para contribuir a
solucionar las deficiencias de este elemento en sue-
los de uso agricola (Rodriguez y Fraga, 1999; Vassi-
lev et al., 2006; Vyas et al., 2007; Xiao et al., 2008;
Bhattacharyya y Jha, 2012). Por lo cual el presente
estudio evalu6 la solubilizacion de fésforo in vitro de
Streptomyces sp. bajo tres fuentes de fésforo insolu-
ble, diferentes condiciones de pH inicial e identifico
los acidos organicos involucrados en el proceso de
solubilizacion presentados por estos aislamientos.

Materiales y métodos

Identificacion de los aislamientos

15 aislamientos de actinobacterias fueron valoradas
en este estudio, los aislamientos fueron seleccionados
previamente de suelos en los andes orientales colom-
bianos por sus caracteristicas fenotipicas y la capaci-
dad solubilizadora de fosfatos segin lo descrito por
Salcedo (2014). Los aislamientos fueron obtenidos a
partir de rizosfera de plantas nativas y purificados en
medio avena suplementado con nistatina (0.1% v/v),
La identificacion se baso en sus caracteristicas morfo-
[6gicas y en la secuenciacion del gen 16S ADNr.

El ADN se obtuvo segun el procedimiento descrito por
Kumar et al. (2010), con algunas modificaciones. La
extraccion del ADN se realizé a partir de un inéculo
de biomasa de cultivo puro homogenizado en 15 ml
de TE 1X (Tris 10 mM; EDTA T mM; pH 8). 500 pl de
la biomasa fueron lisados por adicién de lisozima (20
mg-ml") e incubados a 37°C durante 30 minutos. Pos-
teriormente, se adicioné SDS al 1% (p/v) y proteinasa
K (0.1 mg-ml') e incubé nuevamente a 55°C por 30
minutos. Luego de la lisis celular el ADN fue extraido
por la adicién de igual volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), procedimiento realizado
dos veces; posteriormente se realizé un lavado con
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) (v/v). La precipi-
tacion se llevd a cabo con el doble de volumen de
etanol puro. Finalmente, la madeja de ADN obtenida
se lavé con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendié en
50 pl de H>O destilada grado molecular.

Los fragmentos de ADN del gen 16S ADNr fueron am-
plificados por PCR a partir de la extraccion de ADN
acorde al método modificado de Kumar et al. (2010).
Haciendo uso de los oligonucleétidos fD1 (5-AGAGTT-
TGATCCTGGCTCAG-3") y rP2 (5-ACGGCTACCTTGTTAC-
GACTT-3’) reportados por Weisburg et al. (1991) se
realizo la amplificacién. La reaccion se llevé en vo-
lumen final de 25 uL conteniendo aproximadamente
150 ng de ADN genomico, 1X de buffer de reaccion
(10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton
X-100), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de cada dNTPs,
20 pMol de cada oligonucleétido y 2,6 unidades de
la Tag ADN polimerasa “expand high fidelity enzyme”
(Roche®). El perfil de amplificacion consistié en una
desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos: a 95°C por 45 segundos, 58°C por 45
segundos y 72°C por 2 minutos. Finalmente una exten-
sion a 72°C por 10 minutos.

Identificacion de los dcidos orgdnicos por HPLC

La deteccion de acidos organicos fue realizada por cro-
matografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en un Pro-
minence LC20AT Shimadzu® con detector de arreglo
de diodos SPD-M20A y horno de columna CTO-202.
La separacion se realizé en forma isocratica en una co-
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lumna Phenomenex de referencia Rezex™ (250 x 4,6
mm, 8 um ROA-Organic Acid H+ (8%), modo de se-
paracion por exclusién ionica) empleando como fase
movil H,SO4 (0,01 N) a una velocidad de flujo de 0,2
mL-min" y temperatura de 30°C. La deteccion se reali-
z6 a una longitud de onda de 210 nm y el volumen de
inyeccion de los patrones y muestras fue de 20 pL. La
identificacién de los acidos orgéanicos producidos por
las actinobacterias, se llevé a cabo por comparacién
de los tiempos de retencion de estandares de acidos
organicos con los tiempos de retencion de los picos
del cromatograma de cada muestra, proveniente de fil-
trados de las fermentaciones cuya biomasa habia sido
eliminada previamente.

Microorganismos y cultivo

La actividad solubilizadora de fosfatos fue evaluada en
curvas de crecimiento bajo diferentes fuentes de fos-
foro inorganico. El aislamiento, tamizaje, identificacion
morfoldgica de las actinobacterias y su seleccién como
mejor aislamiento solubilizador de fésforo se realiz6
segun lo reportado por Salcedo (2014). El aislamiento
Streptomyces sp. T3A presento una alta eficiencia para
solubilizar fosfatos a partir de Ca3(PO4)2 y AIPO4 con
valores de 500 pg/mly 25 pug/ml respectivamente he-
cho que lo convirtié en un candidato interesante para
una caracterizacion mas detallada.

Evaluacién de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes fuentes de fésforo inorganico

Para evaluar la actividad de solubilizacion de fésforo
de Streptomyces sp. T3A con mdltiples fuentes de fos-
fato inorganicos (Cas(POu)2, AIPO4 y roca fosférica), se
preparé un inéculo de 10 ml (10% del VET, concen-
tracion 1 x 107 células-ml") que fue adicionado a 90
ml de medio NBRIP suplementado con cada fuente de
fosforo insoluble y se llevé a incubacion a 23°Cy 120
rpm, por 7 dias. Se tomaron muestras cada 24 horas
durante el cultivo, para cada muestra se evalué la pro-
duccion de biomasa por peso seco; A partir de la fer-
mentacion liquida se tomé el volumen total de cultivo
(100 ml). Este volumen de cada medio de cultivo con
las diferentes fuentes de fosforo se sometié a centrifu-
gacion por 15 minutos a 5.000 rpm. El sobrenadante
fue separado vy se realizaron tres lavados con solucién
salina (0.85%), el sobrenadante fue descartando vy fi-
nalmente se llevaron a un horno a 60°C por tres dias,
registrando el peso de los tubos cada 24 horas hasta
peso seco constante. El consumo de sustrato se de-
termind por el método de DNS, fésforo soluble libera-
do por el método de fosfomolibdeno a través del test
SPECTROQUANT de Merck® y el pH fue medido con
potenciometro (Miller, 1959; Murphy y Riley, 1962;
Ramirez y Coha, 2003).

Evaluacién de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

El in6culo correspondiente a Streptomyces sp. T3A fue
adicionado a 20 mL de medio NBRIP suplementado
con fosfato tricalcico, fosfato de aluminio y roca fos-
férica como fuente de fésforo insoluble, evaluando un
pH inicial de 4, 5, 6 y 8 para cada uno de los tratamien-
tos a evaluar. Para cada muestra la cantidad de fésforo
soluble liberado fue determinada mediante el método
de fosfomolibdeno a través del test SPECTROQUANT
de Merck® (Murphy y Riley, 1962).

Analisis estadisticos

Todos los experimentos fueron realizados con cuatro
repeticiones. Los datos fueron analizados por ANOVA
y test de Duncan para determinar diferencias signifi-
cativas entre grupos < 0,05. Todos los andlisis estadis-
ticos fueron realizados en el programa SPS 11,0 para
software de Windows®.

Resultados

Identificacion molecular de actinobacterias

El Andlisis BLASTN de las 15 secuencias obtenidas
mostré que los aislamientos correspondian al género
Streptomyces sp., la tabla 1 presenta los resultados de
identificacién molecular y caracterizacién morfolégica
de las cepas evaluadas.

Identificacion de los dcidos orgdnicos producidos por
los aislamientos de Streptomyces spp.

Las cepas evaluadas fueron sometidas a la deteccion
de acidos organicos por medio de la comparacion con
estandares comerciales. En la figura 1 se observan los
estandares comerciales de acidos usados y la presen-
cia de acidos organicos en las muestras evaluadas al
finalizar el tiempo de fermentacion para el caso par-
ticular de Streptomyces sp. T3A. En algunos casos fue
posible evidenciar la presencia de compuestos desco-
nocidos en los extractos, probablemente acidos que
no estaban dentro de los estandares usados (figura 1).

Se identificaron los acidos oxdlico, citrico y glucéni-
co como los mas predominantes, también fue posible
observar que la intensidad de las sefales eran diferen-
tes en los cromatogramas con las diferentes fuentes
de fosforo inorganico, por lo cual se puede deducir
que las concentraciones y el tipo de acidos organicos
producidas por las actinobacterias también varian con
la fuente de fésforo a la que se expuso el microor-
ganismo, la tabla 2 presenta de manera detallada los
resultados de los aislamientos de todas las localidades
estudiadas.
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Tabla 1. Identificacién molecular y caracterizacién morfolégica de los aislamientos evaluados.

Ndmero %
Aislamiento acceso Identidad Género Macroscopia Microscopia
GenBank en Blast
T1B 1X312298.1 99 Streptomyces Colonias blancas puntiformes Filamentos de forma.a.on tortuosa,
pulverulentas de color blanco con cadenas de conidios
TIC 1X312308.1 99 Streptomyces Colonlgs}pequ/enas secas, con MIC.e!IO no tortuosg,‘con
coloracion café ramificaciones verticiladas
A 1X312299.1 100 Streptomyces Colonias secas pL_JI\ieruIentas Fllamentos fragn.we.ntados y alta
de color verde-grisiceo cantidad de conidios
138 1X312300.1 99 Streptomyces Colonias bl.ancas que se tornan FormaCI.ones en gsplral y
de color gris presencia de conidios redondos
T3C 1X312301.1 99 Streptomyces Colon|a§ o’le coloracion oscura Fll:flmentos frg’gmentado.s con
verde-grisdcea baja produccién de conidios
D 1X312302.1 99 Streptomyces Colonla§ blancas con leve Filamentos simples y conidios
color gris ovalados.
PIR IX312312.1 99 Streptomyces Colonias grises, pulygrulentas, Mlc.eI!o aéreo fragmentado,
de color amarillo pélido conidios ovalados en cadena.
Colonia color café oscuro con
P3E JX312307.1 99 Streptomyces conidiacion de color blanco, Micelio aéreo, conidios redondos
reverso café
Colonias color crema grisdceo, | Micelio fragmentado, presenta
F1A JX312309.1 99 Streptomyces pigmento difusible anaranjado conidios ovalados en cadena
oscuro corta,
F2A 1X312304.1 100 Streptomyces Color/nas grr/s, color reverso MIC?lIO con esp|.ra'les y gran
marrén grisaceo cantidad de conidios
Colonias amarillas crema -
reverso marrén. Piemento Micelio levemente tortuoso y
F2C JX312305.1 100 Streptomyces P ; 8 ) conidios organizados en cadenas
difusible al medio color marrén
cortas.
claro
Colonia de color eris claro Filamentos largos, fragmentados
L4C JX312317.1 99 Streptomyces 8 Y de micelio tortuoso y con
reverso negro . L
conidios esféricos
Colonias de color azul verdoso | Micelio fragmentado y cadenas
V1B JX312313.1 99 Streptomyces con el tiempo de color plata, largas de conidios con forma
reverso crema esféricas
Colonias de color rosado con Micelio no tortuoso y escaso,
V1E JX312314.1 100 Streptomyces borde blanco, de color crema con cadenas largas de conidios
al reverso ovalados.
. Filamentos largos de micelio
Col das de bord .
V2B JX312306.1 100 Streptomyces blZ:cncI)aS rosadas de borde sencillo, con cadenas cortas de
conidios esféricos
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Figura 1. (A) Perfil cromatografico para los estandares de 4cidos organicos: 1. Acido oxdlico (7,15 minutos), 2. Acido citrico
(9,02 minutos) 3. Acido tartarico (9,49 minutos), 4. Acido glucénico (9,62 minutos), 5. Acido succinico (12,94 minutos), 6. Acido
férmico (14,45 minutos), 7. Acido acético (15,71 minutos). * desconocido. (B) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con
Ca3(PO4)2 5 g L-1 como fuente de fésforo. (C) Cromatograma de Streptomyces sp. (T3A) con AIPO4 1 g - L-1 como fuente de fésforo.

Tabla 2. Acidos organicos liberados por los aislamientos en

los ensayos de fermentacién con Cas(POa)2y AIPOa.

Aislamiento Acido prod.u?id.o en Acido producid? en
fosfato tricalcico fosfato de aluminio
T1B O, G, CD2 G,S
T1C O, CG, O,G,S
T3A O,C, G, CD3 O,C G, CD3
T3B O,CG G, S
T3C O, C G, CD3 O,CG,S
T3D G O, G
P2R 0O,C G O, G
P3E O, G, CD1, CD3 O, G, CD3
F1A O,CG O, C G, CD1
F2A (@] O, C
F2C O, C, G, CD1, CD2 O,CG
L4C O,CG O, G
V1B O,CG O, G, CD1
V1E 0O,CG O,CG
V2B O,C G, CD3 O, G, CD3

Acido oxdlico (0), 4cido citrico (C), 4cido tartérico (T), 4cido glucé-
nico (G), 4cido succinico (S), dcido férmico (F), acido acético (A),
compuesto desconocido 1 (CD1), compuesto desconocido 2 (CD2),
compuesto desconocido 3 (CD3).

Comportamiento de Streptomyces sp. (T3A)
bajo diferentes fuentes de fosforo insoluble

El comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo dife-
rentes fuentes de fésforo insoluble (Cas(PO4)2, AIPO4y
roca fosforica) es mostrado en la figura 2.

La figura 2 muestra que el fosforo soluble liberado por
Streptomyces sp. T3A con fosfato tricalcico como fuen-
te de fosforo alcanza un maximo de 122 mgP-L" en el
cuarto dia de cultivo donde paralelamente se present6
el valor de pH mas bajo (4,05). Consecuentemente,
el comportamiento de la glucosa presenta una rapida
disminucion (8,22 a 3,21 g.L") durante los primeros
cuatro dias y luego decrece lentamente; a partir del
cuarto dia se presenta una disminucion en la cantidad
de fésforo soluble que es liberado (78,7 mgP-L") y se
da un aumento significativo en la produccién de bio-
masa por parte de la actinobacteria (1,2 a 2,2 g-L").

En el caso de fosfato de aluminio se observa que la can-
tidad maxima de fésforo soluble liberado (14 mgP-L")
se alcanza al dia cinco de incubacién con una con-
centracion de biomasa de 0,98 g-L', siendo un valor
inferior si se comparan con la solubilizacién del fosfato
tricdlcico, asi mismo se observa que el consumo de
glucosa por parte del microorganismo fue mas lento.
Con respecto al pH, se presentaron valores menores
descendiendo hasta 2,3 y 2,5; se observa también que
existe un periodo de tiempo en el que aunque hay va-
lores bajos de pH, no se liberan formas de fésforo so-
luble al medio; sin embargo, a medida que se observa
un aumento de consumo de glucosa, de forma para-
lela aumentan las concentraciones de fosforo soluble.
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Figura 2. Comportamiento de Streptomyces sp. (T3A) bajo tres fuentes de fésforo inorganico (a: Cas(POa)2, b: AIPO4, c: roca fos-
férica)
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Finalmente, los resultados observados durante el en-
sayo con roca fosforica muestran que el valor maxi-
mo de fésforo soluble fue obtenido el dia cuatro de
crecimiento alcanzando una concentracion de 19,6
mgP-L-1, con lo cual se evidencia la capacidad de las
actinobacterias para solubilizar este tipo de fuentes mi-
nerales de fosfatos.

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

La actividad solubilizadora de fésforo para Strep-
tomyces sp. T3A fue evaluada bajo diferentes condicio-
nes de pH (4, 5, 6 y 8) para el inicio de la fermentacion,
con el fin de evaluar la habilidad de las actinobacterias
para solubilizar fésforo frente a diferentes rangos de
pH, teniendo en cuenta que los microorganismos del
suelo estan principalmente afectados por diferentes
condiciones ambientales, dentro de ellas el pH de los
suelos. Los resultados de la solubilizacién usando fos-
fato tricalcico como fuente de fésforo se encuentran
en la figura 3.

Los resultados revelan que la solubilizacion de fésforo
como se menciona anteriormente esta fuertemente li-
gada a la fuente de fosfatos, sin embargo para el caso
de este ensayo fue posible observar como en el medio
con pH 4 la liberacién de fosfatos solubles se ve ne-
gativamente afectada en comparacién con los otros
pH evaluados, en los cuales contindia presentando una
buena actividad solubilizadora de fosforo, siendo esta
una caracteristica importante teniendo en cuenta que
muchos de los suelos de uso agricola en el pais pre-
sentan pH acido y algunos se encuentran cercanos a 8
(Burbano y Silva, 2010).

En cuanto a los resultados de la solubilizacion del fés-
foro usando como fuente de fésforo insoluble roca fos-
forica, se observa una disminucion en las cantidades de
fosforo soluble liberado cuando el microorganismo se
encuentra en pH 4 con respecto a los otros pH. Dado
que las caracteristicas de las rocas fosféricas pueden
variar dependiendo su tipo, no es claro en que pH se
puede establecer la mejor actividad solubilizadora de
fosforo; sin embargo, para el tipo de roca fosférica usa-
da en este trabajo los resultados obtenidos demuestran
la eficiencia del aislamiento Streptomyces sp. T3A para
actuar sobre enmiendas de uso tradicional como las ro-
cas fosforicas bajo un amplio rango de pH.

Discusién

Identificacion molecular de actinobacterias

Basados en un porcentaje de identidad del 99% o ma-
yor, los aislamientos de actinobacterias identificados
pertenecen al género Streptomyces spp., un género de
facil aislamiento debido a la gran capacidad adaptativa
que tiene frente a diferentes fuentes nutricionales, lo
cual se relaciona con su alta densidad poblacional en

Figura 3. Actividad solubilizadora de fésforo de Streptomyces
T3A bajo diferentes condiciones de pH

diferentes tipos de suelos representando del 1 al 20%
del total de los recuentos de células viables (Schrempf,
2001). Adicionalmente, el aislamiento en medios orga-
nicos sencillos, como el medio avena o los denomina-
dos ISP (International Streptomyces Project), favorecen
la presencia de las especies de Streptomyces frente a
otros géneros de actinobacterias, consecuencia de la
secrecion de una diversidad de enzimas hidroliticas.
Este hecho no sucede en medios de cultivo con fuen-
tes complejas a nivel estructural (quitina, hidrolizado
de pelo y acido himico) las cuales estimulan el cre-
cimiento de actinobacterias con tasas de crecimien-
to mas lentas, diferentes a Streptomyces (Kurtboke et
al., 1992; Seong et al,, 2001; Hayakawa, 2008). La
importancia de estos aislamientos pertenecientes a
este género radica en que debido a la capacidad de
reproducirse por conidios, presentar un crecimiento
filamentoso y producir una diversidad de enzimas y
metabolitos secundarios, les permite tener una adap-
tacion a diferentes condiciones medioambientales y
de esta forma, pueden mantener una alta poblacién,
adherirse fuertemente a sustratos, descomponer varie-
dad de compuestos y competir por espacio y sustratos,
al compararse con otros grupos de microorganismos,
estas caracteristicas los hace buenos candidatos para
la produccién de biofertilizantes involucrados en los
procesos de liberacion de formas solubles de fosfatos
(Waksman, 1950; Perlam, 1953; Goodfellow y Wi-
lliams, 1983; Janssen, 2006; Zhang y Xu, 2008).

Identificacién de los acidos orgdnicos producidos
por los aislamientos de Streptomyces spp.

El hecho de haber detectado la presencia de acidos
organicos en las diferentes muestras, sugiere que es-
tos compuestos estan involucrados en la liberacion
de ortofosfatos a partir de fuentes no solubles. La
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capacidad de secretar acidos al medio por parte de
los aislamientos puede deberse a que la mayoria de
especies del phylum Actinobacteria aunque son de
naturaleza aerobia, mantienen la capacidad genética
de fermentacion, propia de sus antecesores (Cellulo-
monas, Mycobacterium, Corinebacteria), lo cual apoya
su amplia diversidad metabdlica (Stackebrandt, 1991;
Embley y Stackebrandt, 1994).

En cuanto a los reportes de acidos organicos produci-
dos por este phylum, Chen et al. (2006) en suelos sub-
tropicales muestran la presencia de acido glucénico
y un acido desconocido para diferentes aislamientos
de Rhodococcus erythropolis, asi mismo con cepas del
género Arthrobacter se publico la presencia de acido
citrico y dos acidos desconocidos. En el trabajo reali-
zado por El-Tarabily et al. (2008) se reportan diferentes
géneros de actinobacterias solubilizadoras de fosfatos
inorganicos como Micromonospora, Nocardia, Actino-
madura, Rhodococcus y Streptosporangium, la solubi-
lizacion de estas bacterias estaba mediada por acidos
como oxadlico, citrico, malico, glucénico, acético y lac-
tico ademds de acidos desconocidos.

Aun cuando los resultados de este trabajo proponen la
produccion de acidos como principal mecanismos de
liberacion de formas disponible de fosfatos en ensa-
yos in vitro, autores como Hamdali et al. (2008, 2009,
2012) reportan que la actividad solubilizadora de ac-
tinobacterias se debe a la presencia de sider6foros o
iones queladores, contrario a los acidos organicos que
producen una alcalinizacién del medio de cultivo. Los
resultados del mecanismo de solubilizacion usado por
las actinobacterias de esta investigacion pueden va-
riar con respecto a los de Hamdali et al. (2008, 2009,
2012), hecho que se ve reflejado en el descenso del
pH generado durante los procesos de fermentacion
(figura 2), ademas los resultados de este trabajo pre-
sentan la produccion de acidos organicos como el
principal mecanismo de solubilizacion, debido a que
no se evidenci6 otro tipo de compuesto que pudiese
causar el efecto solubilizador al realizar andlisis a otras
longitudes de onda en los andlisis cromatograficos (da-
tos no mostrados). La tabla 1 reporta la presencia de
los acidos succinico, acido férmico, acido acético y los
mas predominantes acido oxdlico, citrico y glucénico
a partir de las dos fuentes de fosfato evaluadas, estos
dltimos tres concuerdan con los reportes bibliografi-
cos en donde son los que mas contribuyen a la libera-
cion de fosforo (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria,
2009; Walpola y Yoon, 2012).

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
tres diferentes fuentes de fésforo inorganico.

En este documento se reporta que la actinobacteria
Streptomyces sp. T3A, aislada de suelos en los andes
orientales colombianos, es capaz de solubilizar fosfato
tricalcico, fosfato de aluminio y roca fosférica como
fuente de fésforo insoluble. De acuerdo a los resulta-

dos presentados en la figura 2 para fosfato tricalcico,
hay un aumento del fésforo soluble en el medio mien-
tras el pH decrece, lo anterior puede ser explicado
porque hay una mayor produccién de acidos organi-
cos que contribuyen a liberar el fésforo de la fuente
inorganica no soluble. Adicionalmente, el comporta-
miento de la glucosa apoya este hecho, sugiriendo
que la glucosa en los primeros dias de fermentacién se
orienta a la liberacion de acidos organicos en el medio
de cultivo; este proceso se presenté en simultanea con
la disminucion de la cantidad de fésforo soluble y un
aumento en la formacion de biomasa que ocurre po-
siblemente porque el microorganismo al encontrarse
en fase exponencial requiere un mayor consumo de
nutrientes que pueden ser limitantes (en este caso el
fosforo), de acuerdo a lo anterior es posible inferir que
los excesos de nutrientes como fosfatos puedan ser
acumulados en la biomasa (Franco, 2008; Hamdali et
al., 2010; Chaudhry y Nautiyal, 2011).

Las observaciones del comportamiento fisiolégico de
Streptomyces sp. T3A frente al fosfato de aluminio (fi-
gura 2) permitieron evidenciar un descenso de pH des-
de el momento de la inoculacién del microorganismo,
lo que seguramente se debe a la liberacion de iones
Al*, que acidifican el medio; los resultados también
mostraron la relacion directamente proporcional en el
aumento del consumo de glucosa y la liberacion de
formas de fésforo solubles, como consecuencia de la
produccion de los acidos organicos sintetizados por
el microorganismo. Finalmente, cabe resaltar que las
cantidades bajas de fésforo soluble liberadas, el tiem-
po en el que son alcanzadas y las tasas de crecimiento
de Streptomyces sp. T3A con respecto al uso de fosfa-
to tricalcico como fuente de fésforo, sugieren que la
solubilizacién del fosfato de aluminio se da de forma
mas lenta debido a la estabilidad del complejo y a la
toxicidad que puede causar al microorganismo afec-
tando la solubilizacion; sin embargo, esta condicion
de ensayo in vitro puede generar resultados diferentes
en evaluaciones in vivo, debido a que el fésforo se en-
cuentra en una matriz diferente, lo que influye en su
movilidad generandose otros procesos como inmovi-
lizacion, adsorcion o precipitacion (Whitelaw, 2000;
Oliveira et al., 2009).

Los resultados presentados para la solubilizacion de
roca fosfoérica demostraron la presencia de actinobac-
terias solubilizadoras de roca fosférica y son compara-
bles con lo presentado por Hamdali et al. (2008) que
investigaron la solubilizacion de diferentes tipos de
rocas fosféricas en aislamientos de Streptomyces spp.,
los cuales liberaban cantidades de fésforo soluble en
un rango de 8,34 a 29,67 mgP-L", contrario a lo en-
contrado por los autores, en este trabajo, se observo
la acidificacion del medio producto de la liberacién
de acidos organicos por el consumo de sustrato, esto
confirma que seguramente este es el mecanismo de
solubilizacion que se esté llevando a cabo para solubi-
lizar roca fosférica. Los valores altos de este elemento
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pueden estar disponibles en el medio o ser almacena-
dos por Streptomyces sp. T3A en forma de polifosfatos,
de igual manera el estado fisiolégico de la cepa, las
condiciones de cultivo y otros minerales presentes en
la roca pueden variar los resultados de solubilizacion.
Paralelo a esto se presume que el consumo de gluco-
sa no pudo ser determinado de manera muy precisa
debido a silicatos, u otro tipo de compuestos dentro
de la composicion de la roca fosforica, los cuales pue-
den interferir en la medicién de azlcares reductores
(Dighe et al, 1985; Hamdali et al., 2008; Schneider et
al,, 2010).

Comportamiento de Streptomyces sp. T3A bajo
diferentes condiciones de pH

El comportamiento que fue observado por Strep-
tomyces sp. T3A bajo pH 4 en comparacion a los otros
pH evaluados (figura 3) puede deberse posiblemente
porque al adicionar acido para ajustar el pH del medio,
este acido puede estar llevando a cabo el proceso de
solubilizacién, por tal motivo al inocular el microorga-
nismo no hay formas insolubles de fésforo para que
desarrolle su actividad, por el contrario es posible que
la actinobacteria haga uso de este para su crecimiento.
Estos resultados no concordaron con lo encontrado
por Park et al. (2011), los cuales evaluaron la activi-
dad solubilizadora de fésforo de Burkholderia cepacia
bajo diferentes condiciones de estrés, dentro de estas
el pH, encontrando que este microorganismo es capaz
de solubilizar fésforo en un rango de pH de 2 a 11.
Este hecho también permitié evidenciar que no solo
es necesario un descenso de pH para liberar formas
solubles de fosforo sino la presencia de acidos orga-
nicos producidos por los microorganismos y que su
alcance de solubilizacién depende del tipo de acido
organico, asi como del tipo de suelo (Liu et al., 2001;
Park et al., 2011).

Como se observé en la figura 3 la actividad solubiliza-
dora de fosfato de aluminio se favorece en medios con
pH bajos (4 y 5), esto se debe probablemente a que
los fosfatos de aluminio en soluciones acuosas presen-
tan una solubilidad minima a pH altos, asi que cuando
los pH decrecen la solubilidad del fésforo tiende a in-
crementar, facilitando la disponibilidad del compuesto
para que el microorganismo libere las formas disponi-
bles (Whitelaw, 1999; Sayed et al., 2000).

Los resultados de la figura 3 presentan una tenden-
cia similar a la investigacion realizada por Vyas et al.
(2007), los cuales evaluaron la solubilizacién de roca
fosférica en Eupenicillium parvum, demostrando que a
medida que el microorganismo se somete a una con-
dicion de estrés (en este caso pH bajo), se reduce la
actividad solubilizadora de fosforo; caso tipico en hon-
gos, microorganismos que metabolicamente tienen un
comportamiento metabdlico similar a las actinobacte-
rias. Adicional a esto, las diferencias presentadas en
los resultados entre estudios pueden atribuirse a las

caracteristicas, composicion y diversas formas de fos-
foro (solubles e insolubles) que pueden presentarse en
las rocas fosféricas, teniendo en cuenta que al variar
el pH, estas pueden reaccionar de forma diferente in-
fluyendo en la solubilidad (Salas et al., 2006; Welch et
al., 2002).

Se sabe que la adicion de biofertilizantes aumenta de
manera significativa la toma de fésforo por la planta,
motivo por el cual las actinobacterias de este trabajo
pueden jugar un papel fundamental en la solubiliza-
cion del fosfatos presentes en los suelos, evitando la
adicion de mas fésforo que rapidamente se ve absorbi-
do por el suelo (Ahmed et al., 2008; Khan et al., 2009).
Asi mismo es importante sefalar que los aislamientos
pueden presentar mas actividades que promuevan el
crecimiento vegetal, lo que finalmente contribuiria a
disminuir el uso de otros compuestos quimicos que
perjudican el medio ambiente.

Conclusién

Los hallazgos encontrados bajo el presente estudio
permiten sugerir a las actinobacterias como microor-
ganismos con el fenotipo solubilizador de fésforo,
siendo este el primer reporte de una actinobacteria
solubilizadora de fosfato de aluminio. Finalmente se
espera que los resultados del presente trabajo conduz-
can a la continuidad en la investigacién de actinobac-
terias como PGPR para ser propuestas en el disefio y
formulacion de biofertilizantes en la industria agricola.
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Efecto de un bioinoculante a partir de consorcios microbianos
nativos fosfato solubilizadores, en el desarrollo de pastos
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Resumen

El objetivo fue evaluar la capacidad solubilizadora de fosfatos de consorcios formados por bacterias nativas de los
géneros Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp, Pseudomonas luteola y Pantoea sp, con el fin de encontrar el mas
eficiente. Se realizaron pruebas de antagonismo entre las cepas y se formaron consorcios probando todas las com-
binaciones posibles en las concentraciones de 10° 107, 10® UFC/mL. Se realizaron evaluaciones cualitativas y cuan-
titativas de la solubilizacion de fosfatos y teniendo en cuenta éstos resultados, se preparé un bioinoculante el cual
fue evaluado en semillas de plantas de pasto angleton (Dichantium aristatum) a escala de laboratorio, utilizando un
diseno estadistico completamente al azar (DCA) con 3 tratamientos y 5 repeticiones: Tratamiento 1 semillas (control),
Tratamiento 2, semillas tratadas con el consorcio de microorganismos seleccionado y Tratamiento 3, semillas tratadas
con fertilizantes comerciales DAP y Urea. Se evaluaron las variables nimero de hojas, drea foliar, longitud de la planta,
longitud de la raiz y peso seco de todas las plantas. Los resultados de la prueba de antagonismo indicaron que no
existe inhibicién en el crecimiento de las cepas evaluadas, por lo tanto se formaron consorcios los cuales mostraron
mayor eficiencia en la solubilizacién del fésforo, destacandose el consorcio formado por Pantoea sp + Pseudomonas
sp a una concentracién de 10® UFC/mL y con indices de solubilizacion de 5,3 y 842 ppm. En las plantas se evidenci6
un incremento significativo en los pardmetros peso seco y drea foliar usando el consorcio microbiano, indicando
mayor beneficio en comparacion con el control.

Palabras clave: Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp, Pseudomonas luteola, Pantoea sp, bioinoculante.

Abstract

The objective was to evaluate the ability of phosphate solubilizing consortium of native bacteria of the genus Burkhol-
deria cepacia, Pseudomonas sp, Pseudomonas luteola and Pantoea sp, in order to find the most efficient. Antagonism
tests were conducted between strains and consortia were formed using all possible combinations in the concentra-
tions of 10°, 107, 10® CFU / mL. Qualitative and quantitative determinations of the solubilization of phosphates were
performed and considering these results, was prepared a bio-inoculant which was evaluated in plant seeds of grass
angleton (Dichantium aristatum) laboratory scale, using a statistical completely randomized design (CRD) with 3
treatments and 5 repetitions: control Treatment 1 seeds; Treatment 2, seeds treated with the consortium of microor-
ganisms selected and Treatment 3, seeds treated with commercial fertilizers DAP and Urea. The parameters, number
of leaves, leaf area, plant length, root length and dry weights of all plants, were evaluated. The test results indicated
that there is no antagonism inhibition in the growth of the strains tested thus formed consortia which showed greater
efficiency phosphorus solubilization, highlighting the consortium of Pantoea sp + Pseudomonas sp at a concentration
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10® CFU / mL and 5.3 solubilization rates and 842 ppm. In plants showed a significant increase in dry weight and leaf
area parameters, indicating greater benefit with respect to the control treatment.

Key words: Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp, Pseudomonas luteola, Pantoea sp, bio-inoculant.

Recibido: marzo 15 de 2014

Introduccién

El f6sforo (P) es después del nitrégeno (N) el nutriente
esencial para el desarrollo y crecimiento de las plan-
tas (Coyne, 2000). Desempena un gran papel en la
sintesis de proteinas, biosintesis de lipidos, sintesis de
clorofila, compuestos carotenoides y metabolismos de
los acidos orgdnicos; interviene en la biogénesis de los
gldcidos en la cual aporta energia en forma de ATP
o0 ADP en la reaccion de fotosintesis importante para
muchos procesos (Navarro y Navarro, 2003). Sin em-
bargo, el fosforo soluble es un nutriente limitado para
produccion de biomasa en un ecosistema natural (Ha-
meeda et al., 2006).

La deficiencia del fosforo en el suelo influye en el
tiempo de la cosecha y madurez del desarrollo de la
planta, disminuyendo el rendimiento de los cultivos;
hecho que conlleva a la implementacién de fertili-
zantes quimicos fosforados, fésforo que se acumula
en formas no solubles ni asimilables, debido a que,
al adicionarlo al suelo el fésforo soluble reacciona
con iones como el calcio, hierro o aluminio que
provoca su precipitacion o fijacién, disminuyendo
su disponibilidad para los vegetales (Fernandez et
al., 2005).

Algunas especies microbianas del suelo tienen la ca-
pacidad de convertir las formas insolubles del fésforo
en formas asimilables para las plantas; la accion de
solubilizacion puede generarse a través de procesos
como produccion de acidos orgdnicos, quelacion
e intercambio de reacciones (Begonia et al., 2004).
Los biofertilizantes son insumos biolégicos basados
en microorganismos que viven en el suelo o en la
planta y que cumplen funciones directas o indirec-
tas en la nutricion de ésta, bien sea, supliendo, cap-
tando o haciendo disponible elementos esenciales
para los cultivos, asi como, suministrandole sustan-
cia promotoras de crecimiento vegetal e inductoras
de resistencia sistémica ante condiciones de estrés
biético o abidtico (Lépez, 2010). Los biofertilizan-
tes o inoculantes microbianos se constituyen en un
componente vital para los agroecosistemas, al mo-
vilizar o hacer mas asimilable, elementos esenciales
como el caso del fésforo. Dentro de los microor-
ganismos que han demostrado tener eficiencia en
la solubilizacon de fosfatos se encuentran varios
géneros destacandose Burkholderia cepacia, Pseu-
domonas sp, Aeromonahy drophilia, Pseudomonas
luteola, Pseudomonas putida, Enterobacter sakasaki,
Pantoea sp y Enterobacter cloacae (Lara et al., 2011).

Aprobado: abril 15 de 2015

Los biofertilizantes basados en microorganismos rizos-
féricos son una alternativa emergente a los fertilizantes
quimicos inorganicos para incrementar la fertilidad y
produccion de cultivo en agroecosistemas sustenta-
bles, debido a que son productos basados en microor-
ganismos con funciones importantes en la nutricion
vegetal, ha mostrado efecto benéficos para los cultivos
reduciendo el uso indiscriminado de sustancias quimi-
cas y de mejorar la cantidad y calidad de los recursos
internos (Echeverri y Castilla, 2008; Wu et al., 2005).
Por lo anteriormente mencionado, es de gran interés
el estudio de los microorganismos solubilizadores de
fosfato y los posibles consorcios que se pueden dar
entre ellos para aumentar la disponibilidad del elemen-
to, de esta forma se reducen los costos en el sector
agricola unas de las principales bases de la economia
del departamento de Cérdoba al igual que otros de-
partamentos de Colombia.

La region de Cérdoba ademas de ser agricola es con-
siderado una importante zona ganadera que susten-
ta la alimentacion de los animales principalmente en
las especies forrajeras existentes como la graminea
Dichantium aristatum (pastos Angleton). Esta planta
es muy apetecible por el ganado y es utilizado en la
fabricacion de heno, para suplir las necesidades ali-
menticias de los animales en procesos de produccién
de carne o leche, a un costo mucho menor que los
concentrados (Cuadrado et al, 2003). Sin embargo
las areas de cultivo del pasto Angleton han sido so-
metidas al uso excesivo de fertilizantes quimicos lo
cual ha influido en la desestabilizacion ecolégica del
suelo afectando negativamente la actividad microbia-
na comprometida en la nutricién vegetal; como con-
secuencias se ha limitado los nutrientes disponibles
para las plantas (dentro de ellos el fésforo) siendo
necesario la budsqueda de alternativas que puedan
mejorar este panorama.

Conociendo la importancia del fésforo para el 6p-
timo desarrollo de las plantas y teniendo en cuenta
la problematica que conlleva una baja disponibili-
dad de P en el cultivo de pastos Angleton, se evalué
la capacidad solubilizadora de fosfato de consor-
cios formados por bacterias nativas de los géneros
Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp, Pseudomo-
nas luteola y Pantoea sp, con el fin de buscar el mas
eficiente, para ser empleados en la produccién de
biofertilizantes aplicados a plantas de pastos Angle-
ton.

Efecto de un bioinoculante en pastos Angleton
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Materiales y métodos

Pruebas de antagonismo

Se utilizaron las cepas nativas Burkholderia cepacia,
Pseudomonas sp, Pseudomonas luteola y Pantoea sp.
aisladas de suelos rizosféricos de zonas cultivables del
departamento de Cérdoba - Colombia, que demostra-
ron ser eficientes en su capacidad de solubilizar fosfa-
to y que pertenecen al Banco de cepas del laboratorio
de Biotecnologia GRUBIODEQ (Universidad de Cér-
doba) (Lara et al.,, 2011). Las cepas fueron sometidas
a pruebas de antagonismo con el fin de verificar que
no existiera inhibicion entre ellas y asi poder formar
los consorcios; las pruebas de antagonismo se reali-
zaron en el agar Mueller Hinton, mediante la técnica
de difusion en agar (Beltran et al., 2005). El criterio de
eliminacion de cepas se determiné por la presencia
de halos de inhibicién de crecimiento con diametros
mayores a 5 mm entre la cepa sembrada masivamente
y la cepa enfrentada (Barragan et al.,, 2003).

Pruebas cualitativas y cuantitativas

Para la realizacion de las pruebas cualitativas y cuanti-
tativas se fabricaron biopreparados de cada cepa, em-
pleando Erlenmeyers de 100 mL que contenian 45 mL
de medio de cultivo estéril y teniendo en cuenta las
condiciones de crecimiento microbiano: temperatura
ambiente (28+2°C), tiempo de incubacién de 12 -18
horas y agitacion constante de 150 rpm. Se produje-
ron biopreparados de concentraciones de 108107 y
10° UFC/mL, las cuales fueron cuantificadas a través de
diluciones seriadas por la técnica de microgota (More-
no et al,, 2000). Posteriormente se procedi6 a realizar
la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la capacidad
solubilizadora de fosfato de las cepas nativas indivi-
dual, como en consorcio, a concentraciones 10%, 107 y
10° UFC/mL; los consorcios se formaron con las cepas
aisladas que no presentaron ninglin efecto antagonista
a concentraciones iguales.

Evaluacion cualitativa de la solubilizacion de fosfato

A los biopreparados elaborados con cepas puras por
individual y en consorcios, se les determiné en medio
NBRIP (Nautiyal, 1999), la capacidad cualitativa de so-
lubilizacién de fosfatos que presentaban los microor-
ganismos a concentraciones de 108,107 y 10° UFC/mL.
Las cajas de NBRIP luego de ser inoculadas por la téc-
nica de pozos, con cada una de las cepas puras y con
el consorcio bacteriano, se incubaron a 28 °C durante
14 dias hasta la apariciéon de halos claros alrededor
de las UFC solubilizadoras de fosfato. El tamano de
los halos se calculé segtn el indice de solubilizacion:
IS=A/B (A: didmetro de la colonia + diametro del halo
y B: diametro de la colonia) (Kumar y Narula, 1999) las
mediciones se realizaron a los 7 y 14 dias respectiva-
mente después de la inoculacion con el fin de evaluar

el comportamiento de las cepas a través del tiempo.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Evaluacion cuantitativa de la solubilizacién de fosfato

La capacidad cuantitativa de solubilizacion de fosfato
se determiné en medio NBRIP (Liquido), se utiliz6 el
método colorimétrico acido vanadomolibdofosforico
(Kitson y Mellon, 1944) basado en una solucién dilui-
da de ortofosfato, el molibdato aménico reacciona en
condiciones acidas para formar un heteropoliacido,
acido molibdofosférico. En presencia de vanadio forma
acido vanadomolibdofosférico amarillo, la intensidad
del color amarillo es proporcional a la concentracién
de fosfatos. Por éste método se evalian bacterias que
poseen capacidad de solubilizar componentes fosfata-
dos inorganicos insolubles, como el fosfato tricalcico,
fosfato dicalcico y hidroxiapatitas. Para esta prueba se
tomo6 1 mL de biopreparado y se adiciono a 9 mL de
medio NBRIP estéril, se incubé por 72 h a temperatu-
ra ambiente (28+2 °C), en agitacion constante a 150
rpm; trascurrido este tiempo, se tomo el sobrenadan-
te, se aplico el reactivo (vanadomolibdato) y se ley6 la
absorbancia a la longitud de onda de 440nm utilizan-
do un espectrofotometro Genesys 20 Vis (Thermo Fis-
her Scientific Inc.) y empleando la curva de calibrado
y = 0,0059x + 0,0037, R*=0,9912, estandarizada por
el equipo de investigacion del Laboratorio GRUBIO-
DEQ. Se determinaron las concentraciones en ppm.
Como blanco se tomé tnicamente el medio NBRIP y
se realiz6 todo el proceso Todos los ensayos se reali-
zaron por triplicado.

Evaluacién del efecto de los bioinoculantes en
plantas de pasto Angleton (Dichantium aristatum)

Una vez seleccionados los microorganismos o consor-
cios eficientes, se sembraron por la técnica de estria
masiva en agar nutritivo y se incubaron durante 24 h
a 36 °C. Los bioinoculantes se produjeron en Erlenme-
yer de 100 mL con 30 mL de caldo nutritivo estéril,
cada Erlenmeyer se inoculé con los microrganismo
eficientes y se incubo a temperatura ambiente (28+2
°C), manteniendo una agitacién constante de 150 rpm
en un shaker por un periodo de 24 h; con el fin con-
firmar la concentracion celular en cada bioinoculante
se evalud el crecimiento por el método de diluciones
seriadas, al final del proceso; todos los ensayos se rea-
lizaron por triplicado (Seeley et al.,, 1973). De esta for-
ma se ajustaron los inoculantes a la concentracion que
presentaron mayor rendimiento en la solubilizacién de
fosfato.

Para realizar el experimento se utilizé semillas de pas-
to Angleton (Dichantium aristatum) desinfectadas con
etanol al 70% durante 5 min. y luego con solucion de
hipoclorito de sodio 3% durante 5 min.; las semillas
fueron inmersas en los bioinoculantes durante 60 min.
y fueron evaluadas bajo condiciones controladas de vi-
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vero, para esto se utilizé un disefio completamente al
azar (DCA) con tres tratamientos y cinco repeticiones,
que consistieron en:

Tratamiento 1 (control): Semillas sin ningin tipo de
tratamiento.

Tratamiento 2: Semillas tratadas con el bioinoculan-
te en la concentracién mas eficaz y sin fertilizacion
quimica.

Tratamiento 3: Semillas tratadas con fertilizantes
quimicos comerciales Fosfato diamonico (DAP) y
Urea.

El suelo utilizado presento las siguientes caracteristi-
cas: MO= 1.38%; P= 7,5 ppm, DA= 1.5 g/cm® y K=
0.88 meq/ 100g) y la fertilizacion quimica se realizé de
acuerdo al andlisis de suelo y los requerimientos nutri-
cionales para el pasto angleton (N: 230; P: 53; K: 252
ha/ano). De acuerdo a lo anterior al tratamiento con
fertilizante quimico se le aplico 0,9 g/recp de urea y
0,0144g/recp de DAP alos 8 dias después de la siem-
bra (DDS). El experimento se desarroll6 en macetas de
0.045 m? de drea.

Se utilizaron 2 g de semillas para cada maceta, las cua-
les fueron sembradas al voleo a 1T cm de profundidad y
esparcidas aleatoriamente por toda la superficie de la
maceta. El ensayo se desarrollé en predios de la Uni-
versidad de Cordoba, (3 Km. via Monteria-Cereté), en
un vivero del departamento de Ingenieria Agronémi-
ca, con una temperatura promedio de 29 °C, presion
atmosférica de 756.96 mm y humedad relativa de 79
%; el suelo utilizado fue de textura arcillosa tomado de
zonas sin cultivar de previos de la Universidad de Cor-
doba (Degiovanni et al., 2004). No se utilizé ningin
tipo de plaguicida. Se realizaron mediciones a los 21 y
35 dias después de la germinacion, en cada muestreo se
recogieron 3 plantas al azar de cada repeticion, las va-
riables a tener en cuenta fueron los siguientes parame-
tros biométricos (Hernandez, 2002 y Ramirez y Perez,
2006): a) nimero de hojas (No.): conteo de las hojas
cotiledonales y verdaderas fotosintéticamente activas
en las diferentes plantas; b) area foliar (cm?): se midio
tomando como referencia las cuadriculas de hojas de
papel milimetrado en cada una de las hojas cotiledona-
les de las plantas muestreadas; c) longitud de la planta
(cm): se tomd en cuenta la medida desde la raiz hasta la
hoja mas larga de cada una de las plantas muestreadas;
d) longitud de la raiz (cm): medicién de la raiz principal
de cada planta muestreada; e) peso seco (g): se llevaron
a secado en estufa a 60 °C hasta alcanzar peso seco
constante, una vez secas se determiné su peso. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

Andlisis estadistico

Se realiz6 la evaluacion de los datos obtenidos de los
pardmetros biométricos de las plantas de pasto Angle-

ton en el paquete estadistico SAS 9.2 (SAS, 2010), se
empled un disefio completamente al azar y las medias
se compararon mediante contrastes ortogonales en el
mismo software; se consideré P<0.05 y P<0.01 como
diferencias significativa y altamente significativa, res-
pectivamente. También se aplicé la prueba de Tukey.

Resultados y discusién

Prueba de Antagonismo

Al realizar la lectura no se evidencié antagonismo por
parte de ninguna de las cepas, ya que se desarrollaron
sin inhibir el crecimiento entre ellas. Lo anterior indica
que no existe ningdn tipo de antibiosis, competencia
por espacio o por nutrientes, interacciones directas
con el patégeno (Lisis enzimatica) que impidan el libre
desarrollo de los microorganismos.

Evaluacion cualitativa de la capacidad
solubilizadora de fosfato

Las mediciones de la capacidad cualitativa de solubiliza-
cion de fosfato realizada a los 7 y 14 dias de forma indivi-
dual y en consorcios, se muestran en la tabla 1y tabla 2.

A los 7 dias del ensayo se observaron que los valores
promedios de los indices de solubilizacion oscilaron
entre 2,3 a 4,8 mm (tabla 1). En esta etapa se des-
tacaron los consorcio Burkholderia cepacia + Pantoea
sp + Pseudomona sp a la concentracion 108 UFC/mL,
Pseudomona luteola + Pseudomona sp a la concentra-
cion 107 UFC/mL y Burkholderia cepacia + Pantoea sp
a la concentracién 10° UFC/mL; lo anterior demuestra
que la formacién de consorcio representa una mayor
solubilizacién que de forma individual, superando alo
encontrado por Lara et al. (2011a) con IS de 4,0 mm
y similares a los encontrados por Bobadilla y Rincon
(2008) con IS entre 3,3 - 5 mm.

En la tabla 2 se resumen los valores promedio de los
indices de solubilizacion de las cepas individual y en
consorcio a los 14 dias de ensayo; los valores oscilaron
entre 5,6 a 2,1 mm.

A los 14 dias se observé una tendencia similar de las
cepas individuales y en combinacion, al obtenido du-
rante los 7 dias; se destacaron nuevamente los consor-
cios vy, entre ellos, Pantoea sp + Pseudomona luteola,
Pantoea sp + Pseudomona sp y Pantoea sp + Pseudo-
mona luteola + Pseudomona sp; este ultimo present6
los valores mas altos en los indices de solubilizacién
con 5,6 mm, resultados que superan a los encontrados
por Guzman (2012) en donde el mayor indice de solu-
bilizacién a los 14 dias fue de 5,05.

Los resultados de la prueba demostraron que los indices
de solubilizaciéon de fosfato de algunos consorcios fue
mayor en comparacion con los IS de las cepas indivi-
duales, demostrandose un efecto sinérgico favorable.
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Tabla 1. Promedio de indices de solubilizacién a los 7 dias.

Promedios de indices de solubilizacion (IS)
Dia 7
Combinaciones Concentracion Concentracion Concentracion
108 UFC/mL 107 UFC/mL 10° UFC/MI

DT(mm) IS(mm) DT(mm) IS(mm) DT(mm) IS(mm)
142 17+0,1 2,9+0,1f 16+0,1 3,7+0,1P¢k 15+0,1 4,8+0,1*
143 18+0,3 2,5+0,36 14%0,2 3,040,30T 21+0,2 3,140,20Ct
1+4 18+0,2 3,040,27¢ 14+0,1 2,620,16F 22+0,3 3,0+0,30¢
243 8,020, 1 3,7+0,1°C 17+0,4 4,4+0,4% 20+0,2 2,8+0,30¢
2+4 2020, 1 4,3+0,1® 20+0,2 3,940,25¢ 19+0,3 3,7+0,3%¢
3+4 10£0,2 2,740,376 19+0,3 4,8+0,4* 1610,1 3,3+0,1°¢
14243 19£0,2 4,240,28¢ 1740,2 3,8+0,2°C 160,2 3,020,20C
1+2+4 19+0,1 4,8+0,1* 18+0,2 4,0£0,28¢ 15+0,3 2,9+0,3¢
2+3+4 1840,3 4,6%0,4* 1740,2 4,4%0,2°8 1740,2 4,4+0,2%
3+4+1 16+0,1 2,8+0,1f¢ 9,0+0,1 2,310,1¢ 13+0,2 2,4+0,3¢
1 1940,3 3,4+0,3f 8,010,3 2,3+0,3¢ 17+0,3 2,7+0,3¢
2 18+0,1 4,610,118 9,0+0,2 2,8+0,2¢F 20+0,2 3,0+0,3P¢F
3 8,040, 1 2,620,176 7,040,1 2,440,260 21+0,2 3,140,30Ct
4 1240,1 3,4%0,1°F 10£0,2 3,040,267 17+0,2 2,9+0,20C

1.Burkholderia cepacia, 2. Pantoea sp, 3.Pseudomona luteola, 4. Pseudomona sp, Indices de solubilizacion (IS), Didmetros totales promedios de las colonias (DT), a.
Medias aritméticas + desviacién estdndar de experimentos por triplicado. Los valores seguidos con letras superindices distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05) segtin tukey.

Evaluacién cuantitativa de la capacidad
solubilizadora de fosfato

Los datos obtenidos de la evaluacion cuantitativa de
la capacidad solubilizadora de fosfato de las cepas na-
tivas, utilizando el método colorimétrico vanadomo-
libdofosforico se resumen en la tabla 3; se observan
valores entre 117 y 842 ppm.

Los microorganismos en consorcios presentaron ma-
yor solubilizacion de fosfato que aquellos que se en-
contraban por individual debido a que los consorcios
microbianos en muchos casos interactian de manera
sinérgica estimulando algunas actividades fisicas o bio-
quimicas de las bacterias involucradas en las mezclas;
la concentracién a la cual presentaron mayor eficien-
cia fue a 10® UFC/ml, destacandose el consorcio con-
formado por Pantoea sp + Pseudomona sp, ademads
este mismo mostré buenos resultados en las concen-
traciones de 107 y 10° UFC/ml; también en esta etapa
se destacé el consorcio formado por Burkholderia ce-
pacia, + Pantoea sp a la concentracion de 107 UFC/ml.

Los anteriores resultados superan a los encontrados
por Cordero et al., (2008) en la evaluacién de una cepa
de Pantoea sp. (9C) la cual presenté solubilizacion de
aproximadamente 400 ug P mL-1 entre las 40 - 60
horas. Igualmente superaron a estudios realizados por
Osorio y Lara (2013) que evaluaron consorcios forma-
dos por Pantoea sp y Azotobacter sp obteniendo resul-
tados 602.60 ppm a la concentracién de 10° UFC/ml.

Los resultados de la evaluacién cuantitativa confir-
maron que el consorcio formado por Pantoea sp +
Pseudomona sp a la concentracion 10® UFC/mL fue
el mejor corroborando los resultados obtenidos en la
evaluacion cualitativa. Por lo anterior el consorcio fue
escogido para el ensayo siguiente.

Ensayos en semillas de pastos angleton
(Dichantium aristatum)
La tabla 4 muestra los resultados promedios de los

parametros biométricos medidos, correspondientes a,
cantidad de hojas, longitud de la planta, area foliar,

126

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 122-130



Tabla 2. Valores promedio de indices de solubilizacién a los 14 dias.

Promedios de indices de solubilizacion (IS)
Dia 14
Combinaciones Concentracion Concentracion Concentracion
10° UFC/mL 107 UFC/mL 10° UFC/MI
DT(mm) IS(mm) DT(mm) DT(mm) IS(mm)

142 2140,3 3,1£0,20¢ 23+0,3 | 4,3%0,3° | 25%0,3 5,2+0,3*
143 28+0,3 2,90,3" 25+0,2 | 3,3%0,3® | 31%0,2 3,440,20Ct
1+4 27+0,2 3,740,110 24+0,2 | 3,240,1™ | 30%0,2 3,1£0,27¢
2+3 18+0,3 5,5+0,3" 23+0,2 | 4,840,2% | 28%0,3 3,3%0,30%
2+4 3040,3 5,3+0,3* 28+0,2 | 4,5£0,3® | 25%0,2 4,620,248
3+4 22+0,3 3,0+0,2fF 25%0,3 4,1£0,3 27%0,2 4,0+0,38¢
14243 26+0,2 4,3%0,2° 2420,2 | 3,74#0,2%° | 27+0,2 3,7+0,1°¢
1+2+4 25%0,2 5,2£0,2% 25+0,2 | 4,1£0,2°® | 28+0,3 3,2+0,3P"
2+3+4 2440,4 4,4+0,3% 23+0,4 | 5,6%04* 28+0,2 3,8%0,2°¢
3+4+1 28+0,2 3,540,3%¢ | 14+0,2 | 2,240,2SF | 2840,2 3,2+0,20F
1 27+0,2 4,0+0,2¢® 11£0,2 | 2,140,3¢ | 30+0,2 3,7+0,20Ct
2 25+0,3 5,2+0,3* 14+0,2 | 3,040,227 | 30+0,2 3,340,3PrCt
3 100,3 2,740,3F 11+0,4 | 2,8+0,3F | 28+0,3 3,340,407
4 21+0,2 4,0+0,2¢® 1740,3 | 3,1%0,3® | 30+0,2 2,940,3F

1.Burkholderia cepacia, 2. Pantoea sp, 3.Pseudomona luteola, 4. Pseudomona sp, Indices de solubilizacion (IS), Didmetros totales promedios de las colonias (DT), a.
Medias aritméticas + desviacién estdndar de experimentos por triplicado. Los valores seguidos con letras superindices distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05) segtin tukey.

longitud de raiz principal y peso seco para los diferen-
tes tratamientos:

Longitud de la planta (cm). Estadisticamente no se
presentaron diferencias significativas entre los tra-
tamientos, durante los dias 21 y 35; sin embargo se
evidencié mayor longitud para T3y T2 (45y 38 cm res-
pectivamente) en comparacién con T1. El tratamiento
T2 ( consorcio) mostré un valor mas alto que el testigo
(T1) lo cual puede ser debido a la disponibilidad del
fosforo proporcionado por el consorcio teniendo en
cuenta que éste nutriente es esencial para el desarrollo
y crecimiento de las plantas (Coyne, 2000); también es
posible que las cepas puedan producir fitohormonas
de crecimiento vegetal favoreciendo el crecimiento de
la planta puesto que dentro de los géneros bacterianos
que han sido reportados como productores de AlA, se
encuentra Pseudomonas sp. (Ahmad et al,. 2006). Los
datos obtenidos estan en concordancia con las inves-
tigaciones realizadas por Rajkumar et al. (2006) quie-
nes reportan incremento en la longitud de las plantas
de mostaza inoculadas con Pseudomonas sp y Bacillus
sp en comparacion con las plantas no inoculadas; simi-

lares resultados se obtuvieron en el trabajo de Galvis y
Lara (2013) utilizando plantas de pasto Angleton.

Cantidad de hojas (No.). Para esta variable biométrica
alos 21 dias, se observaron los mejores resultados pro-
medios para el T3 mostrando diferencias significativas
(P<0,05); estos datos pueden atribuirse a una mayor
disponibilidad de nutrientes proporcionada por la ferti-
lizacion quimica. A los 35 dias no se presenté diferen-
cias significativas entre los resultados promedios de los
tratamientos lo que concuerda con estudios realizados
por Pastor y Lara (2013) quienes, para la variable nu-
mero de hojas en pasto Angleton no encontraron di-
ferencias significativas en ninguna de las mediciones
realizadas.

Area Foliar (cm?). Se evidencié mayor area foliar en los
tratamientos T3 y T2 en comparacién con el tratamien-
to T1, obteniéndose una diferencia altamente signifi-
cativa (P<0.01) a los 35 dias; ésta caracteristica incide
en una mejor capacidad fotosintética de las plantas,
que redunda en un mayor crecimiento y mayor desa-
rrollo de su parte aérea (Mayak et al., 2004; Santilla-
na, 2006). Investigaciones realizadas por Ahmad et al.
(2013) han encontrado correlacion entre el incremen-
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Tabla 3. Promedios de concentraciones en partes por millén (ppm) de solubilizacién de fosfato.

Solubilizacion de fosfato (ppm)
Combinaciones Concentracion Concentracion Concentracion

10° UFC/mL 107 UFC/mL 10° UFC/MI
1+2 548+7,8° 799+12,78 507+5,1°
1+3 126+4,0" 165£12! 443+7,0¢
1+4 751+18,7° 441+12,51 374+7,1°
2+3 667+9,1¢ 696+13,6° 716+10,3%
2+4 842+174 837£19,1* 723+8,34
3+4 529+3,2F 628+15¢ 51749,0°
1+2+3 680£17,6¢ 742+11¢ 62749,68
1+2+4 616+15P 702+11,5° 528+9,5°
2+3+4 591+10° 588+11,5F 729+9,84
3+4+1 621£12,5° 507+10,1¢ 464+7,8F
1 1174910 1424125 201+8,5¢
2 557+18,5 416+15" 593+6,5¢
3 144+17,9" 11845,1 166+10,5"
4 468+17,56 413+3,5" 535+9,0°

1. Burkholderia cepacia, 2. Pantoea sp, 3.Pseudomona luteola, 4. Pseudomona sp, Concentracién en partes por millén ([] en PPM), a. Medias aritméticas +
desviacion estdndar de experimentos por triplicado. Los valores seguidos con letras superindices distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

seguin tukey.

Tabla 4. Efecto de los bioinoculantes en el crecimiento y desarrollo de plantas de pasto angletén (Dichantium aristatum).

Lo?f:tl;:l (d::nI;‘ s Cantidad de hojas Area foliar (cm?) Lo:lii:?da;i fc::;z Peso seco (g)
Tratamientos p P p
21dias | 35dias | 21dias | 35dias | 21 dias 35 dias | 21 dias | 35dias | 21 dias 35 dias
T1 19.3 30.334 3.48 4,97 321.77 536.18 2.698 5.277 0.0129* 0.09046°
T2 24.447 38.04" 4.0M 4.6" 44317 858.6" 3.674 6.73% 0.0259* 0.162*
T3 26.42" 45.88" 4,77 497 491.5* 859.1* 3.08"8 5.29" 0.0205* 0.179*

*B Letras iguales no presentan diferencias significativas, con un alfa de 0.05. Los datos representan el promedio de 5 repeticiones. Las comparaciones
estadisticas fueron realizadas de forma independiente para cada tiempo en las diferentes variables. Tratamiento 1 (control): Semillas sin ningtn tipo
de tratamiento; Tratamiento 2: Semillas tratadas con el consocio Pantoea sp + Pseudomona sp a la concentracién 10% UFC/mL; Tratamiento 3: Semillas
tratadas con fertilizantes comerciales fosfato diamonico (DAP) y Urea.

to del area foliar por la co-inoculacion de rizobacterias
de los géneros Rhizobium y Pseudomonas y el aumen-
to del contenido de clorofila en plantas de frijol chino
(Vigna radiata L.).

Es importante resaltar que el efecto del tratamiento
inoculado (T2) sobre el area foliar fue similar al trata-
miento con fertilizante quimico (T3), demostrandose
los beneficios del consorcio nativo.

Longitud de la raiz (cm): Los resultados para este pa-
rametro a los 21 dias, evidencian una diferencia signi-
ficativa (P<0.05) en la longitud de la raiz debido a que
mostré diferencia entre los tratamiento T2 (semillas
inoculadas) al compararse con T1 (testigo, semillas sin
ningun tipo de tratamiento); el tratamiento T3 (semi-
llas tratadas con fertilizantes comercial) fue similar a
dos tratamientos. A los 35 dias, el tratamiento T2 logré
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una mayor longitud de raiz, con un valor superior a 6
cm, mientras que el tratamiento T1y T3 mostré una
longitud alrededor 5,27 cm; no se present6 diferencia
significativa. El consorcio demostré efectos positivos
sobre la longitud de la raiz que pueden ser atribuidos
a la disponibilidad de Fésforo y también a la posible
presencia de fitohormonas producidas por una o las
dos cepas que forman el consorcio; la promocién del
crecimiento ha sido atribuida a factores tales como la
sintesis de ciertas hormonas vegetales que estimula la
densidad y longitud de los pelos radicales aumentando
asi la cantidad de raices en las plantas; se incrementa
la capacidad de absorcién de agua y nutrientes, y per-
mite que las plantas sean mads vigorosas, productivas y
tolerantes a condiciones climaticas adversas ( Lara et
al, 2011b; Kloepper et al., 1991).

Peso seco (g): Los pesos secos mas altos se evidencia-
ron en los tratamientos T3 y T2, alcanzando un peso
maximo de 0,179 g, un valor inferior se mostré en el
tratamiento T1 con un peso entre 0,09 g. A los 35 dias
se observo diferencia altamente significativa (P<0.01)
entre los tratamientos T2 y T3 frente al tratamiento testi-
go (T1) que presento bajo peso seco. La asimilacion de
fosfatos por parte de los vegetales contribuye al aumen-
to de su metabolismo, lo cual se refleja en mayor con-
tenido de materia organica, crecimiento de las raices en
estado de plantula, acelera la maduracion, estimula la
coloracion de los frutos, ayuda a la formacién de semi-
llas y de las moléculas de transferencia de energia como
el ATP (Madigan et al., 2003; lafez, 2010).

La presencia de 6rganos de la planta con una deman-
da neta por asimilados, puede influenciar fuertemente
los patrones de produccion y distribucion de materia
seca (Tekalign y Hammes, 2005). La acumulacion de
materia seca, cominmente se utiliza como parametro
para caracterizar el crecimiento, porque usualmente
tiene un gran significado econémico.

Conclusiones

Los microorganismos en consorcios microbianos de-
mostraron mayor capacidad de solubilizar fosfatos.

La aplicacion de bioinoculantes a base de consorcios
microbianos nativos solubilizadores de fosfatos en
plantas de pastos angleton (Dichantium aristatum), re-
presenta un beneficio notable en diversos parametros
biométricos area foliar, longitud de la raiz y peso seco.

Los resultados obtenidos representan una gran alterna-
tiva para la sustitucion parcial de fertilizaciéon quimica
con buenos resultados para el crecimiento de las plan-
tas de pastos Angleton, a bajo costo y de forma amiga-
ble con el ambiente para una produccién mas limpia.
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Resumen

El presente articulo explora sectores que identifican la innovacion en empresas farmacéuticas de Espana. Para ello se con-
sideran firmas nacionales y filiales extranjeras establecidas en territorio nacional. El analisis realizado comprende el periodo
de 2009 al 2011 para una poblacién N=200 empresas afiliadas en ese momento a Farmaindustria y al Plan Profarma. El
trabajo consistié en una bidsqueda de informacién dtil en las paginas web de las empresas farmacéuticas establecidas en
Espana que pudieran describir de forma estatica el perfil innovador del sector farmacéutico espanol a través del analisis
estadistico descriptivo. De esta forma, se crea un cimiento para la documentacién de los resultados en una base de datos
con el propdsito de obtener un panorama con determinacién sobre el comportamiento del sector farmacéutico espanol,
asi como posibles tendencias.

El alto contenido de aportacién literaria sobre el sector farmacéutico, se expresa de forma globalizada a nivel nacional
e internacional, desestimando datos e informacién que pudieran ofrecer senales de amenaza u oportunidad respecto al
corto periodo de tiempo, ya que a su vez son equiparables a otros afos puesto que la industria farmacéutica espanola se
constituye por empresas de origen extranjero (50.5%) y de capital nacional (49.5%). De éstas dltimas las pymes son las
protagonistas de las pequenas innovaciones de las firmas establecidas en Madrid y Barcelona principalmente.

Palabras clave: innovacion, industria farmacéutica, I+D, empresas

Abstract

This article explores sectors identified innovation in Spanish pharmaceutical companies. It also considers domestic firms
and foreign subsidiaries in the country. The analysis covers the period 2009 to 2011 for a population N=200 affiliates at that
time Farmaindustria and Plan Profarma. The work involved a search of useful information on the websites of pharmaceu-
tical companies based in Spain statically describes the innovative profile of the Spanish pharmaceutical through descriptive
statistical analysis. Thus a foundation for documenting the results in a database in order to get a picture with determination
on the behavior of Spanish pharmaceutical sector and possible trends is created.

The high content of literary contribution on the pharmaceutical sector is expressed in a globalized national and international
level, rejecting data and information that could provide signals threat or opportunity regarding short period time, and which
in turn are comparable to other years since the Spanish pharmaceutical industry is constituted by companies of foreign
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origin (50.5%) and domestic capital (49.5%). Of the latter SMEs are the protagonists of small innovations established in

Madrid and Barcelona mainly.

Key word: innovation, pharmaceutical industry, R&D, companies.

Recibido: octubre 18 de 2014

Introduccién

El presente trabajo presenta una investigacion orienta-
da al comportamiento de la innovacién en la industria
farmacéutica conforme a sus caracteristicas y atribu-
tos. En Espafa, la innovacion surge a partir de la ex-
pansion por crear un bien o servicio, o la significativa
mejora de lo que ya existe. Los farmacos fabricados
por empresas farmacéuticas, se han relacionados con
el desarrollo de una comunidad, al ser requeridos por
su contribucion al estado de salud (Formichella, 2005;
OECD & Eurostat, 2005).

El protagonismo de esta industria ha estimulado rea-
lizar una revision de la informacion publica de empre-
sas farmacéuticas establecidas en territorio espaiol
afiliadas a Farmaindustria y al Plan Profarma (2010) du-
rante el periodo 2009 a 2011 (el Plan Profarma es un
programa conjunto del Ministerio de industria, energia
y turismo que tiene el objetivo de aumentar la compe-
titividad de la industria farmacéutica en Espafa). Lo an-
terior motivado por el profundo contenido literario a
través de diversas fuentes de informacién que ofrecen
un compendio de cifras sobre el sector farmacéutico
de un pais, un grupo de paises, de un continente, o del
sector farmacéutico mismo de forma general, dentro
del cual incita a explorar de modo particular lo que su-

Aprobado: abril 20 de 2015

cede en un pais, junto con la interaccion que sostiene
como parte de la comunidad Europea.

En consecuencia, la informacion se introdujo en una
base de datos creada con el propésito de evaluar el
perfil innovador de las empresas de género farmacéu-
tico. En otros estudios realizados al sector farmacéu-
tico en Espana se ha utilizado el cuestionario como
herramienta de investigacién alcanzando aceptacion
limitada y, en algunos casos el resultado ha revelado
bajo indice de respuesta. Por ejemplo un 4,23 % (Gar-
cia, 1995; Pina, 2007).

Primero, se utilizo la literatura como instrumento para
obtener informacién que ayude al proceso de toma
de decisiones (Ortiz, 2003; Zaintek, 2003). Los datos
encontrados fueron sometidos a un tratamiento de fil-
trado por Comunidad Auténoma (CCAA), ademas del
sector de actividad econémica, nimero de empleados
y areas terapéuticas entre otros, dentro de los cuales
se pueden senalar caracteristicas del comportamiento
innovador durante el periodo de estudio, asi como, las
sefales de oportunidad y amenaza. Adicional a ello, el
Instituto Nacional de Estadistica (INE) publica de forma
anual, los sectores industriales mas innovadores de Es-
pafa, que de acuerdo al comparativo 2008 - 2012, se
observa un descenso en la industria farmacéutica rela-
tivo al nimero de empresas innovadoras (ver tabla 1).

Tabla 1. Comparativo de empresas innovadoras en Espafia por rama d de actividad 2008, 2009, 2010, 2011y 2012

Industria: Farmacia

(CNAE 21) / Afo 2008 2010 2011 2012
Fabrlca/ao.n de productos 84 73 78 84
farmacéuticos de base
Fabrlca’ao.n de especialidades 228 218 227 217 198
farmacéuticas
Empresas innovadora total 171 188 185 158 146
Empresas innovadoras % 66,94 75,05 73,09 64,33 62,24
Gastos en innovacién: Total (miles | .9 174 1.097.116 1.108.587 1.115.516 1.127.623
de euros)
o . .
%o de la cifra de negocios en 27,99 32,90 27,42 22,68 17,88
productos nuevos y mejorados

Fuente: INE Instituto Nacional de Estadistica (INE 2013a)
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La tabla 1 presenta cifras de empresas innovadoras que
fabrican especialidades farmacéuticas de acuerdo a la
Clasificacion Nacional de Actividades Econémicas de
Espafa (CNAE 21.2) (INE, 2013b), como una referencia
apropiada para contrastar las empresas que durante
el periodo de andlisis, el pais se encontraba en crisis
financiera, dentro de la cual se reflej6 un aumento de
poder de mercado al continuar presentes las empresas
a pesar de la reduccion en los nimeros de cada ano.

Las especialidades farmacéuticas hacen referencia
al medicamento de composicion e informacion defi-
nidas, de forma farmacéutica y dosificacion determi-
nada, preparado para su uso medicinal inmediato,
dispuesto y acondicionado para su venta al publico
con denominacion, empaque, envase y etiquetado se-
gun la autorizacién sanitaria (INE, 2013b; Tait, 2001).

Este trabajo muestra las ventajas sobre el sector indus-
trial farmacéutico nacional, las oportunidades que se
pueden detectar con ayuda de informacion disponible
sobre el entorno de estudio al igual que las posibles
contingencias de amenazas. Entre ellas el nimero de
empresas nacionales y extranjeras y la cifra de ventas
anuales, entre otros. Sin embargo, el sector farmacéuti-
co es clasificado como sector innovador. Por lo que se
razonan las caracteristicas que exhiben las empresas
para definir su perfil innovador de forma habitual (INE,
2013a).

De este modo la seleccién de variables se centré en
obtener informacion que reflejara las oportunidades y
amenazas del sector farmacéutico en Espana a corto y
mediano plazo (1-3 ahos) con una perspectiva elemen-
tal de un estudio de estatica comparativa.

El alcance establecido en este andlisis, engloba deter-
minar informacién relevante que sugiera sefales de
un acontecimiento, de acuerdo al comportamiento
mostrado por la industria farmacéutica espafola en un
periodo de tiempo.

Metodologia

Las empresas y laboratorios farmacéuticos ubicados
en territorio espaiol son los actores principales de éste
trabajo, dentro de los cuales se constituye de N=200
empresas nacionales e internacionales que represen-
tan el 100 % de la poblacion. Este porcentaje involucra
las empresas que en el periodo de analisis se encontra-
ban afiliadas a Farmaindustria y al plan profarma.

Las empresas que integran la poblacién, han sido esti-
madas sin restricciones en relacion al tamafo de la or-
ganizacion o al tipo de actividad econémica que ésta
desarrolle como empresa matriz o filial extranjera, con
el objetivo de poder emitir un argumento analitico que
admita el mayor ndmero de empresas del género en
estudio.

El muestreo no probabilistico o no aleatorio para este
trabajo es de tipo intencional. Es decir, que los ele-

mentos son elegidos con base en criterios o juicios
preestablecidos por el investigador. En este caso, el
tipo de muestreo fue elegido de acuerdo al tipo de
analisis estatico comparativo obteniendo ventaja de la
poblacion finita, de tamano reducido y ademas cono-
cida. Por lo tanto, la férmula empleada para determi-
nar la muestra cuando el tamano de la poblacion es
conocida, se describe a continuacién de acuerdo con
Vallejo, (2011).

n= P
—l + e (ZN—”
7% pq
n=  tamano de la muestra que deseamos conocer,
N = tamafo conocido de la poblacion,
z=  Valor de z correspondiente al nivel de confianza. Un

nivel de confianza del 95% (también se expresa asi:
a = 0.05) correspondiente a z = 1.96 sigmas o erro
res tipicos.

e = es el margen de error y significa error o desviacion
posible que se acepta, y no debe ser superior a 0.05
(5%) para que los resultados sean realmente informa-
tivos y dtiles

pq = varianza de la poblacién, como se desconoce, se
pone la varianza mayor posible suponiendo que la
mitad responda un si'y el otro 50% un no = (0.50)
(0.50) = 0.25 (es una constante).

El tamafo necesario de la muestra para estimar con-
fiable el instrumento de medicion en este andlisis, co-
rresponde a n=132 observaciones para una poblacién
N=200 elementos, manteniendo asi, un margen de
error del 5% y nivel de confianza del 95%. En este
aspecto, el valor de la poblacién, hace vaélido el ins-
trumento de creacion de base de datos de empresas
farmacéuticas espanolas.

Una vez realizado el muestreo, las empresas objeto
del estudio fueron identificadas a través de los sitios
web, de donde se obtuvo informaciéon que a su vez
se guard6 en una base de datos para empresas far-
macéuticas de Espana. La base de datos despliega en
su contenido campos a documentar de las caracteris-
ticas y atributos de las variables seleccionadas acorde
al Manual de Oslo, (2005) y, al Manual de Frascatti,
(2002). Por dltimo, el Sistema de Andlisis de Balances
Ibéricos SABI, (2012) se utiliz6 como herramienta de
consulta sobre la informacién contable anual que las
empresas espanolas depositan en los registros clasifi-
cados de acuerdo al Cédigo Nacional de Actividades
Econdémicas (CNAE).

Disefio
En este trabajo se definen tres secciones consideradas
para el andlisis cualitativo y cuantitativo de innovacion

en las empresas farmacéuticas espanolas. Cada una
contiene variables elegidas con el objetivo de obtener
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la informacion de utilidad en una revision especifica
del sector en estudio de Espafa con la que se pueda
emitir un dictamen fundamentado en resultados pre-
vios e historicos (ver tablas 2, 3,y 4).

La seccion nombrada Datos Generales de la empresa,
proporciona el conjunto de caracteristicas y atributos
de las farmacéuticas, ademas de referir algunas de
sus funcionalidades (ver tabla 2). Siguiendo un mode-
lo cualitativo se describen: 1. Los datos y principales
fuentes de obtencién, 2. La transcripcién y estructu-
racion de informacion en una base de datos y 3. La
codificacion de informacioén en tres niveles (empresas
nacionales, europeas y del resto del mundo). Mientras
que el modelo cuantitativo es descriptivo estatico (Fer-
nandez, 2006).

El tipo de variable empleada, difiere en cada seccion,
y para ello se agruparon segun su tipo. En relacion a
la escala de medicion para las variables cualitativas, las
dicotémicas y politémicas son de tipo “nominal u or-
dinal” al igual que las cuantitativas, y las continuas son
de tipo ordinal. A su vez representan un conjunto de
variables independientes agrupadas en cada seccion.

Dentro del tipo de productos principales, se encuentra
la parafarmacia, (productos que no son medicamentos
pero de igual forma se consumen o utilizan por el ser
humano para contribuir a cuidar la salud de las perso-
nas) (Portalfarma 2012).

La secciéon de Innovacion, representa aspectos que
investigan parte de la actividad innovadora de las em-
presas farmacéuticas e identifica aspectos fuertes y
débiles de la misma. Ademas, reconoce las principales
areas terapéuticas en las que incursionan las empresas,

Tabla 2. Indicador y variables con information general de la empresa.

por lo tanto la informacién que se obtenga serviran
para evaluar un aspecto del esfuerzo innovador que
realizan las farmacéuticas en Espafa.

Varios, como Ultima seccion, se refieren al ambito de
operaciones que identifica la zona geografica destino
de los productos fabricados por las firmas farmacéuti-
Cos.

En este sentido la internacionalizacién, ha considerado
los cinco continentes (Europa, Africa, Asia, Oceania y
América), ademas de Espaia y los Estados Unidos de
Norteamérica por separado, al percibir que la litera-
tura que engloba la connotacién de América, pudiera
crear confusién al asociar sélo los Estados Unidos de
Norteamérica o bien considerar todos los paises que
se ubican geograficamente en el continente america-
no desde Groenlandia hasta Chile y Argentina.

Procedimiento

Primero, se obtuvo la lista de empresas farmacéuticas
asociadas al Plan Profarma (2009) y Farmaindustria
(2010) en el periodo de tiempo estudiado. Segundo,
en base al Manual de Oslo (OECD & Eurostat, 2005) y
de Frascatti (OECD, 2002), se seleccionaron variables
que despertaran interés por el contenido de valor que
ofrecen, ya que la informacion en su conjunto sirve a
los tomadores de decisiones involucrados en el sec-
tor. Tercero, se cred una base de datos de empresas
farmacéuticas establecidas en territorio espanol. Una
vez documentada la base de datos, se realizé un tra-
tamiento de datos usando filtros para obtener datos
cuantitativos precisos que se traducen en diagramas
y mapas.

Seccion 1

Variables (caracteristicas y atributos)

«  CC.AA. donde se ubica
Datos Generales | -
de la empresa «  Pagina web

+  Tamano de la empresa

«  Clase de empresa (Nacional, UE, Extranjera fuera de la UE)

Pertenece a un grupo empresarial (Estructura de propiedad)

- Cotiza en Bolsa de valores

Tipo de Actividad que ejerce

Tabla 3. Indicador de Innovacién y las variables que describirdn el esfuerzo innovador de las empresas.

Seccion 2

Variables (caracteristicas y atributos)

«  Ano de fundacién
Innovacioén .
«  Ventas millones de euros

Realiza actividades de I+D

+ ;Se ha fusionado la empresa?
«  Gasto en I+D anual

Areas Terapéuticas
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Tabla 4. Se muestra el grado de internacionalizacién de los productos farmacéuticos nacionales e internacionales.

Seccion 3

Variables (caracteristicas y atributos)

Varios Continentes con presencia de los Laboratorios (Internacionalizacion)

Tabla 5. Variables y sus caracteristicas analizadas.

El filtrado consistié en eliminar los casos con valores
perdidos o asignar un valor estimado a los mismos y
asi contabilizar, obtener promedios y porcentajes. De
esta manera, el tratamiento contribuyo para identificar
empresas que realizan 1+D por ejemplo. Puesto que se
ha establecido por instituciones como el INE y Farmain-
dustria ser uno de los indices vinculado con el grado
de innovacién de una empresa. Por esta razén, aso-
ciaciones que ejercen I+D constituyen un factor fun-
damental en la competitividad y crecimiento de una
economia.

Resultados y discusién

A continuacién, se exponen los resultados en tablas y
figuras donde se destacan valores importantes a consi-
derar en un proceso de toma de decisiones.

Partiendo de las variables de la seccién Datos genera-
les, se encontré lo siguiente.

- La clase de empresa se refiere al origen geografico.
Sobre esta caracteristica se identificaron empresas
nacionales n=99 e internacionales con n=101. De
acuerdo con el tratamiento de datos, las empre-
sas internacionales se clasificaron segin el pais de

origen de la filial, tanto de la Unién Europea (UE)
como del Resto del Mundo (RM).

En la figura 1 se observa que el conjunto de empresas
del andlisis N=200, y su localizacién, de las cuales la
mayor proporcion se encuentra en las comunidades
de Madrid y Catalufa.

Figura 1. Distribucién de empresas farmacéuticas nacionales
y extranjeras localizadas en Espafia por Comunidad Auté-
noma.
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En la parte internacional, la UE sobresalen paises como
[talia, Francia, Alemania, Suecia y Reino Unido con
mas de cinco firmas farmacéuticas cada pais. En con-
junto representa el 31% de la poblacién analizada (ver
figura 2).

Figura 2. Promedio de empresas farmacéuticas internacio-
nales con origen en paises de la Unién Europea.

Mientras tanto, los paises del resto del mundo (RM),
tienen influencia en Espaia del 19,5 % de la poblacién
analizada. Dentro de lo cual se presentan potencias
de dominio en la industria farmacéutica conformadas
por EE.UU., Suiza y Japon al escenificar tres continen-
tes América, Europa y Asia (ver figura 3). Geogréfica-
mente, Suiza se localiza en Europa central, pero no
pertenece al espacio econémico del euro, por lo tanto
corresponde al sector de paises del RM para este tra-
bajo.

Figura 3. Promedio de empresas farmacéuticas internacio-
nales con origen en paises fuera de la Unién Europea (Resto
del mundo).

+ Se identifico que el 25 % de la muestra analizada
mantiene una estructura de propiedad. Es decir, que
pertenecen a un grupo empresarial. En el caso de
firmas nacionales las micro empresas y pymes que
forman parte de un grupo empresarial comparten
el mismo sitio web. Unicamente el 9 % de casos
no cuentan con informacién publica, recurriendo
a otras fuentes disponibles como la base de datos
SABI, (2012) para consultar.

+ El tamano de la empresa fue considerado en base al
volumen de ventas anual y al ndmero de emplea-
dos. De acuerdo con los resultados las empresas
nacionales e internacionales durante el periodo de
tiempo analizado, comprenden casi el mismo nu-
mero de empresas en ambas categorias. Por otra
parte, la industria farmacéutica espafola se compo-
ne principalmente por micro empresas, pequenas
y medianas. Las grandes empresas constituyen un
elevado porcentaje de empresas extranjeras (ver ta-
bla 6 y tabla 7).

- El sector de actividad y el tipo de productos que se
trabaja en las farmacéuticas de Espafia, se expone
a nivel nacional y extranjero. (ver tabla 6 y tabla 7).
Por un lado la tabla 6 senala el tipo de variable que
corresponde, y por otro, las figura 4 y 5 lo exponen
en el mapa para su mejor ubicacién visual.

Figura 4. Distribucién geogréfica segtn el tipo de producto
que se produce en las firmas farmacéuticas de Espana.

5 !
< iy 4
g___ s L Actividad de
F sucia T 12 |\{ las empresas
e ({a’ Farcia Comunidades auinomas
R e L g
L vy
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- 4> Fabezin
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Figura 5. Distribucién geografica segun el sector de activi-
dad econémica que desempefian las empresas farmacéuticas
de Espafia.

+ Las empresas nacionales y del RM se han inclina-
do mas a la importacién que exportacion, de modo
que ofrece una posicion de déficit a sus paises. Sin
embargo, este fenémeno participa en otros secto-
res industriales del pais, y el evento contrario: de
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superavit, se reflejaria en diversas inversiones de la Mientras tanto, la comunidad internacional de firmas
organizaciéon como en I+D, capacitacion, recluta- farmacéuticas que realizan 1+D comprenden el 36 %
miento y otros. de la poblacién, que es equivalente a 42 empresas de

. ) la UE y 30 empresas del RM (ver figura 7).
+ Elndmero de empresas que cotiza en bolsa de valo-

res corresponde al 7,5% de la poblacién analizada. Dada la naturaleza del sector farmacéutico y su re-
lacion con las innovaciones, ambas mantienen una
Los resultados de la segunda seccion refieren a: fuerte influencia en diversos paises. Sobre todo por el

impacto, el desempeno y la capacidad para resolver
problemas dentro del sector salud. El cual se encuen-
tra vinculado a su capacidad innovadora o a su estra-
tegia de imitacion (Guzman, 2004).

« La cifra correspondiente a la venta en millones de
euros. Por un lado, puede alertar el poder nego-
ciador de la empresa frente a proveedores y distri-
buidores. Por otro lado, puede clasificar el tamano
de empresa por sus ingresos a pesar de no ser un
indicador de innovacion pero es de utilidad para
observar las caracteristicas de las firmas con perfil
innovador.

+ La fundacién de empresas del sector farmacéutico
espafol tuvo su auge durante el siglo XX. En este
aspecto vale la pena mencionar que sélo el 17 %
de la poblacién indicé el afo en que inicié opera-
ciones en Espana.

Figura 6. Empresas farmacéuticas nacionales que practican

« Las actividades de 1+D, hacen referencia al conjunto D
+D.

de labores realizadas por las farmacéuticas con el
proposito de obtener nuevos productos innovado-
res. Por ejemplo: las dianas (molécula que desem-
pefna una funcion esencial en una enfermedad que
se transforman en un nuevo medicamento) (Amgen,
2013). Con este rigor, se identificaron 28 empresas
nacionales en Barcelona, 15 en Madrid y 8 restantes
en las demas comunidades antes sefaladas. El acer-
vo de empresas representa el 25 % de la poblacion
analizada y el 53,53 % de las firmas nacionales que
realizan I+D (ver figura 6). Las firmas nacionales que
registraron actividad innovadoras, tienen presencia
a través de sus productos en Europa, América, Asia,
Africa, EE.UU y Australia, en ese orden.

Figura 7. Paises que practican |+D en sus empresas farma-
céuticas de Espafia.

Tabla 6. Ntimero de empresas farmacéuticas por region y caracteristicas.

Unidades: valores absolutos y porcentajes
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De este modo Espaia se ubica dentro del grupo de
paises innovadores moderados. Asi calificado por la
Union Scoreboard de la Unién Europea. Esta caracteri-
zacion se percibe un sistema de innovacion desequili-
brado en investigacion, de acuerdo con la evaluacién
efectuada de las ocho dimensiones que constituyen
este organismo (Hollanders, & Es-Sadki, 2014).

+ Lainversion en 1+D muestra la importancia estraté-
gica competitiva de las empresas que se cuantifica
en promedio anual. Sin embargo, resulta impreciso
en este trabajo, al considerar que sélo el 10 % de la
poblacién analizada anuncié sus cifras.

En este sentido, la industria farmacéutica mantiene
una elevada tasa de inversion en I+D respecto a las
ventas, lo cual caracteriza a esa industria a ser de
las mas intensivas en investigacion cientifica y de-
sarrollo tecnolégico dedicando una quinta parte de
toda la I+D industrial de Europa. Sin embargo, esta
inversion es financiada casi en su totalidad con di-
nero privado.

Por su parte (Tsokanas y Fragouli, 2012) exponen
que cada medicamento nuevo que entra en el mer-
cado farmacéutico, es el resultado de un proceso de
I+D largo, arriesgado y muy costoso (Badr, Madden
& Wright, 2006).

+ A finales del siglo XX, y acentuado a partir del ano
2000, se observo una constante fusién entre empre-
sas, que de acuerdo a los datos obtenidos el 26 %
de la poblacién, concluyé en un acuerdo comercial
de fusién, adquisicion o joint venture por convenir
a sus intereses. Entre los motivos frecuentes, era
lograr economias operativas, la extension de pro-
ductos, el crecimiento y sobre todo poseer ambas
fortalezas. Este tipo de operaciones, busca posicio-
narse en nuevos mercados como el norteameri-
cano, el asiatico, australiano y africano a pesar de
saber que en éste dltimo, los recursos son escasos.

De este modo, la forma en que afectan estas ope-
raciones reside en aumentar el nimero de firmas
extranjeras establecidas en territorio nacional cuan-
do se aspira posiblemente al crecimiento de firmas
Espafiolas para desarrollo tanto del sector como del
pais. Asi mismo, las fusiones no se considera como
una constante entre firmas espanolas.

En suma, el 60 % de las farmacéuticas produce far-
macos para el grupo terapéutico Cardiovascular
con el 31 %, seguido de Antineoplasicos (tumores)
27,5 % y del Sistema Respiratorio 11,57 %, recono-
cidos hasta el 2012 de acuerdo con el INE, 2010).

El grado de diversificacion es aplicado a distintos gru-
pos terapéuticos en los cuales han incursionado las

farmacéuticas de Espana. En tal caso se pueden identi-
ficar areas de especializacion al igual que las olvidadas
y menos rentables. Las dreas terapéuticas con mayor
presencia en las farmacéuticas atafen al sistema ner-
vioso central (SNC), cardiovascular, digestivo-metabdli-

Tabla 7. Variables politémicas con sus atributos y
caracteristicas.

Nidmero de empresas
Afo S. XIX 16
fundacion S. XX 156
(variable S. XXI 22
discreta) Sin datos 6
” <2 mill de € Micro 33
«
E Venta en >20y < a 20 mill de € | Pequeda | 70
S mlllon.es de >20y <a 66 mill de € | Mediana | 42
< | €(variable
% continua) >66 mill de € Grande 50
% Sin datos 5
= Nacional 138
>
América 94
Europa 129
Internacio- [ <¢ica 60
nalizacion
Asia 87
Australia 53
USA 74

Tabla 8. Variables dicotémicas con sus atributos y
caracteristicas.

z 200 Fr %

Estructura de Si 50 0,3 25
propiedad
(pertenecer a un
8rupo No 150 |08 75
empresarial)
g Si 175 109 | 87,5
E | paginaweb No 18 | o1 9
1)
S J
=5 Vacias 7 0 3,5
w
% Se ha fusionado Si 52 103 26
E la empresa No 148 |07 74
Han patentado Si o1 03 30,5
(2008-2011) No 139 |07 | 695
Si 126 0,6 63
Realizan [+D+i
No 74 0,4 37

co y respiratorio, lo cual supone el 67 % del mercado
total en unidades vendidas (Farmaindustria, 2012).

Desde la perspectiva geogréfica, la figura 8 destaca
las terapias representativas dadas la presencia en las
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Figura 8. Areas terapéuticas con mayory menor presencia de
produccién, distribucién o venta en las empresas farmacéu-
ticas de Espafia.

farmacéuticas. Por ejemplo, las firmas localizadas en
Madrid o Cataluna, comprenden toda la gama de te-
rapias analizadas. Sin embargo, no significa que cada
empresa fabrique farmacos para todas las terapias ex-
puestas, sino que su produccion, distribucién o venta
para esas terapias se producen en laboratorios que se
localizan fisicamente en las comunidades senaladas y
en diferentes magnitudes (ver figura 9).

Nota: El nimero dentro del paréntesis incluye el total
de empresas en esa comunidad, y el nimero dentro
del cuadro de contenido indica la cantidad de empre-
sas que producen farmacos para esa terapia.

Figura 9. Distribucién geografica de firmas farmacéuticas
que trabaja distintas areas terapéuticas por comunidades
auténomas. Fuente: Elaboracién propia.

Con base en los resultados obtenidos, se enfatiza que
la Federacion Internacional de la Industria del Medica-
mento, ha constado que las principales enfermedades
cronicas son: cardiovascular, cancer, enfermedades
respiratorias y diabetes porque matan cada ano a tres
de cada cinco personas en el mundo con un 80 % de
fallecimientos relacionados a paises de ingresos me-
dios y bajos (IFPMA, 2013).

Varios, como Uultima seccion, se refiere al ambito de
operaciones de venta de las farmacéuticas. La tabla 7

indica las zonas geogrdéficas estimadas para la ubica-
cién de mayor impacto, también nombrado Grado de
internacionalizacién debido a la presencia de los pro-
ductos farmacéuticos en diferentes paises del mundo.

+ Otra caracteristica de la industria farmacéutica es el
elevado grado de internacionalizacién con el que
cuenta. Las instalaciones productivas propiedad de
las companias no se localizan exclusivamente en
sus paises de origen, sino que se han extendido al
extranjero. Este proceso se ha protagonizado funda-
mentalmente por las empresas multinacionales far-
macéuticas que comercian por el mundo. Aunque
las razones que llevan a las companias farmacéuti-
cas a globalizar sus actividades pueden ser diversas
y de dos tipos de motivos: por un lado, las que pre-
tenden establecer su presencia comercial en el ma-
yor nimero de mercados extranjeros, en un intento
por resarcirse de los costes de la produccion de
farmacos. Por otro, las farmacéuticas buscan siem-
pre obtener los recursos que necesitan, llevando
sus servicios clave (1+D, produccién de sustancias
activas, dosificacion y envasado, comercializacion y
venta) a escala mundial.

La internacionalizacion evoca el nimero de empre-
sas que estan presentes en cada zona geogréfica
analizada, a la cual se incluyeron los cinco continen-
tes y dos zonas adicionales EE.UU. y Espafna. El re-
sultado muestra que Espaia, Europa y el continente
americano son los mercados que integran en carte-
ra una mayor presencia de farmacos elaborados por
las distintas farmacéuticas. Mientras que la adicion
de EE.UU., Africa, Asia y Austria, resulta ser menor.

Conclusiones

Desde la perspectiva que proyecta el campo de la in-
novacion a través de la literatura e informacion pdblica
de las empresas farmacéuticas, se recuperaron datos
relevantes del sector industrial espanol. En este sen-
tido, es posible asumir que a nivel industrial el géne-
ro Farmacia se ubica dentro de la gama de industrias
innovadoras del pais, a pesar de no pertenecer a los
sectores mas destacados como el automotriz o el ae-
rondutico (Farmaindustria, 2012). Sin embargo, gozan
asi mismo de buena posicion en la categoria de prin-
cipales sectores inversores para la innovacion e 1+D.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se
puede concluir lo siguiente:

+ La industria farmacéutica nacional esta revelando
una disminuciéon del ndmero de empresas asociadas
y, un incremento de empresas extranjero a través
de la creacion de filiales. De acuerdo a la tenden-
cia observada, se ha expuesto que ésta asume el
crecimiento de grandes firmas internacionales y la
disminucion de micro empresas y Pymes nacionales
de modo progresivo.
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+ Los polos de la innovacion se identifican segtn las
circunstancias geograficas en la comunidad de Ma-
drid y Cataluia (Barcelona).

+ El afo de fundacion de las empresas oscila entre
1812 y 2009, y la mayoria de los casos tienen una
antigiedad de entre 21 y 50 anos. Es decir que fue-
ron fundadas entre los anos de 1943-1973. Estos
datos no ofrecen informacién de valor para emitir
un discernimiento cualitativo sobre el perfil innova-
dor sobre todo al no existir relacion ademas, de no
ser una variable dependiente de la innovacion. Sin
embargo es una referencia que se puede aplicar en
futuros estudios.

« El 25 % de las empresas nacionales dedican esfuer-
zos a realizar tareas de 1+D y sefialan un bajo indice
de innovacion que pueda representar el sector far-
macéutico dentro del esquema de industria inno-
vadora.

+ La industria farmacéutica espanola esta integrada
por micro empresas, pequefas y medianas. Las
grandes farmacéuticas establecidas en territorio
espanol suelen atribuirse a firmas extranjeras. Entre
las mas reconocidas se encuentran las de origen
norteamericano, francés, aleman, italiano y suizo
(Farmaindustria 2015). Por lo que, sigue implicita
la tendencia de que medianas y grandes empresas
adquieran a las mas pequenas creando fusiones. En-
tre las ventajas observadas, se razona que pudiera
evitar el desahucio de una empresa fortaleciéndose
de dicha union.

+ Las farmacéuticas, siguiendo codigos de confiden-
cialidad en la informacion, no siempre exteriorizan
datos publicos, pero ofrecen opciones para obtener
datos a través de portales privados de pago. Situa-
cion que es accesible para los mas involucrados cla-
sificandose en una posicion elitista para personas y
organizaciones seleccionadas.

+ La fabricacion de farmacos ha sido la principal acti-
vidad en las farmacéuticas nacionales y del resto del
mundo. Mientras que para las de origen europeo,
es la comercializacion. Por otra parte, el tipo de pro-
ductos relevantes siguen siendo los farmacéuticos.
No obstante, la inclinacion por productos de Para-
farmacia, cosméticos y genéricos, se esta robuste-
ciendo paulatinamente, de modo que ya se pueden
encontrar establecimientos exclusivos en el caso de
Parafarmacia.

+ Las empresas que cotizan en Bolsa, cumplen los re-
quisitos que la Comision Nacional de Mercado de
Valores requiere para distribuir entre el publico sus
acciones, lo que aumenta el prestigio de la empresa
al verse obligada a compartir informacion sobre su
estado. El propdsito es dar confianza a posibles in-
versores. Uno de los requisitos restrictivos es incluir

un capital minimo de 1,2 millones de euros y ningtin
socio puede tener mas del 25 % de las acciones.
Lo anterior simboliza ser una empresa solvente a la
hora de hacer negocios ademas de ser reconocida
por proveedores, inversores y clientes (Comision
Nacional de Mercado de Valores, 2014; Sanchez y
Borrel, 1996).

Conforme al tipo de innovacién (producto y proceso)
(OECD vy Eurostat, 2005), se asume que el principal dis-
tintivo del el sector farmacéutico, ha sido la innova-
cion de producto en dreas terapéuticas ya existentes.
Esto de acuerdo al nimero de dianas autorizadas por
la Food & Drug Administration (FDA) anualmente. Lo
que implica a las pymes creadoras de pequefos cam-
bios. Por ejemplo: una nueva presentacion del produc-
to o la modificacién limitada a los productos vigentes.

Asi pues, las innovaciones radicales van dirigidas a las
grandes firmas que poseen la capacidad de invertir re-
cursos en |+D por ejemplo. En esencia, estas empresas
suelen ser extranjeras. Por tanto, las farmacéuticas es-
panolas no se preocupan en innovaciones radicales.
Sin embargo, y dada la naturaleza de esta industria,
las pymes son las que realizan pequenas innovaciones
a los farmacos de forma constante, y a su vez son el
motor principal de la innovacion farmacéutica espano-
la. Aunque, posteriormente deban acudir a firmas de
mayor infraestructura para complementar desarrollo
farmacéutico.

En las asociaciones de Farmaindustria y asociados al
Plan Profarma, las empresas van cambiando segun el
plan al que pertenezca. Asi, cada ano la cantidad de
empresas asociadas puede mostrar una ligera modifi-
cacion, de forma que proponga un crecimiento o todo
lo contrario.

Los resultados aqui mostrados son parte de un estudio
realizado al sector farmacéutico espanol. Asi pues, el
comportamiento innovador observado y desde otra
perspectiva menos comdn al presentar informacion
concerniente a terapias, productos, servicios, y mas,
se logré alcanzar detalles que no se muestran en re-
portes anuales como la descripcion de los polos de la
innovacion, ubicacién geografica por comunidad au-
tonoma, paises inversores, terapias y participacion de
I+D, entre otros.

Un dilema encontrado, se presenta en la ausencia de
un formato homogéneo que permita expresar el por-
centaje de ventas, la facturacion mundial y las cifras
alcanzadas de forma anual, en millones de euros o doé-
lares americanos. La diversidad radica en que la infor-
macion puede ser un concentrado de toda la empresa
corporativa, y no de forma individual.

La consecuencia de todo lo anterior alude a un traba-
jo sobre el mismo sector con objeto de comprar ca-
racteristicas y atributos en distintos anos, sin ignorar
las limitaciones que se presentan como la ausencia de
informacion financiera, la restringida disponibilidad de
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informacién publica o tener que acudir a portales de
pago para obtener datos de interés, asi como el limita-
do acercamiento a las firmas farmacéuticas para efec-
tuar encuestas en papel, on line o en persona.

Finalmente las tendencias de innovacion que pueden
afectar al sector farmacéutico en general, las mencio-
na The National Intelligence Council, entre las que cita
el empoderamiento individual, la difusion de poder, la
demografia, los recursos naturales y medio ambiente,
la ciencia y tecnologia, la economia mundial y futuros
conflictos (Tenet, 2000).

Después del ano 2009 con la caida de la actividad en
Europa, la evolucion econémica ha sido irregular (Far-
maindustria, 2014). La crisis econémica ha mostrado
que Espaia necesita cambiar su modelo de crecimien-
to econémico para garantizar el desarrollo sostenible
en el siglo XXI. (Farmaindustria, 2009). Esto es una
oportunidad para la industria misma.
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Cultivo de Arthrospira platensis (Spirulina) en fotobiorreactor
tubular doblemente curvado a condiciones ambientales
en el sur del Peru

Cultivation of Arthrospira platensis (Spirulina) in curved doubly
tubular photobioreactor to environmental conditions
in the South of the Peru
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Resumen

El presente trabajo investigé el cultivo de la microalga Arthrospira platensis (Spirulina) en valores de productividad cultivado
en fotobiorreactor tubular doblemente curvado a condiciones ambientales con el fin de aprovechar la alta radiacién solar
de la region Arequipa en el sur de Perd (16°24°50°7 LS; 71°32702" " LO; 2344 msnm). El fotobiorreactor fue construido
con un tubo transparente de policloruro de vinilo (PVC). La productividad del cultivo fue de 13.9 g/m? en 14 dias 6 1 g/
m?/dia y una concentracion de clorofila - “a” de 0.00785 mg/L con una maxima radiaciéon de 1179 W/m?, y una iluminacion
de 121500 lux, convirtiendo sus filamentos helicoidales a morfologias anormales, tales como formas irregulares curvas e
incluso lineales con fragmentaciones, demostrando que el cultivo se vio afectado por la alta radiacién y las variaciones de
temperaturas de Arequipa.

Palabras clave: cultivo, fotobiorreactor, productividad, sur de Perd, Spirulina.

Abstract

The present work investigated the cultivation of microalgae Arthrospira platensis (Spirulina) in productivity values cultivated
in doubly curved tubular photobioreactor to environmental conditions in order to take advantage of the high solar radiation
of the Arequipa region in southern Peru (16°24°50° " LS; 71°32°02" "LW; 2344 msnm.). The photobioreactor was built
with a transparent tube of polyvinyl chloride (PVC). The productivity of the crop was 13.9 g/m? in 14 days or 1 g/m?/day
and a concentration of chlorophyll - “a” 0.00785 mg/L with a maximum radiation of 1179 W/m?, and a 121500 lux illumi-
nation, making its helical filaments abnormal morphologies, such as curves and linear even irregular shapes with fragmenta-
tion, demonstrating that the crop was affected by high radiation and variations in temperatures of Arequipa.

Key words: culture, photobioreactor, productivity, South of Peru, Spirulina.
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Introduccién gas bajo condiciones ambientales (Richmond, 1990).
La disponibilidad de luz y un régimen de luz/oscuridad El flujo turbulento en el cultivo representa un medio
se consideran dos de los factores mds importantes que practico para mejorar la distribucion de la energia so-
limitan la productividad de la biomasa de las microal- lar. Cuando la turbulencia es insuficiente se convierte
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en el patron de flujo laminar, resultando en una dismi-
nucion de la eficacia de la utilizacion solar. La turbu-
lencia también aumenta las tasas de intercambio de
nutrientes y metabolitos entre las células y su medio
de crecimiento (Grobbelaar, 1994). Se ha demostra-
do que aumentando el flujo turbulento en los cultivos
de Spirulina en estanques, se incrementa la producti-
vidad, asi como la densidad 6ptima (Richmond y Von-
shak 1978; Vonshak et al.,, 1982).

La eleccion de un disefio 6ptimo de fotobiorreactor
para el cultivo masivo de microalgas es un factor im-
portante que rige la productividad general fotosintéti-
ca. Hasta la fecha, casi toda la produccién comercial
de esta alga se realiza en estanques en la que el cultivo
es agitado con una rueda de paletas. Los fotobiorreac-
tores cerrados proporcionan muchas ventajas como
mayor disponibilidad de luz (alta relacion superficie/
volumen), control de temperatura, alta concentracion
de biomasa, disminucién de costos en la cosecha, baja
tasa de contaminacion, y facilidad de automatizar el
proceso con el fin de lograr una mejor utilizaciéon de
la energia solar y temperatura en todo momento. Por
lo tanto, el propésito del disefio y desarrollo de los
fotobiorreactores a condiciones ambientales es apro-
vechar la luz solar, disminuir costos y lograr la maxima
produccion de algas. En las regiones relativamente ca-
lidas, donde se produce la mayor parte de la biomasa
algal, se ha supuesto que el principal factor limitante
para el crecimiento es la luz. Muchos estudios han
tratado de aumentar la luz disponible para las célu-
las de las algas cultivadas a condiciones ambientales;
mientras que Richmond y Vonshak, (1978) demostra-
ron un aumento en la productividad de los cultivos a
condiciones ambientales de A. platensis al incrementar
el flujo turbulento. Esta observacion fue confirmada
por estudios posteriores (Laws et al., 1988; Fontes et.
al, 1991; Grobbelaar, 1994; Sukenik et al, 2009). La
explicacion de este fenémeno se sigue debatiendo. Al-
gunas de las explicaciones han atribuido el resultado
a la mejora de la transferencia de masa de nutrientes,
al efecto de luz parpadeante (Kok, 1956), y la elimina-
cion del exceso de oxigeno (Torzillo et al, 1998). Sin
embargo, el aumento del flujo turbulento en cultivos
de algas al aire libre es generalmente aceptado para
mejorar el ciclo de luz/oscuridad y el mejoramiento
de la eficiencia fotosintética de los cultivos (Richmond,
2004). La produccién en masa de Arthrospira en estan-
ques tiene una produccién anual estimada de 8000
toneladas métricas. Un mayor desarrollo de esta in-
dustria es dependiente de la capacidad de reducir los
costos de produccion con el fin de permitir la comer-
cializacion de Arthrospira. Una forma de lograr este
objetivo es mediante el aumento de la productividad
de los cultivos a condiciones ambientales mediante
la superacion de los factores ambientales limitantes
como la temperatura y luz. Los cultivos de algas a con-
diciones ambientales estan expuestos a fluctuaciones
diurnas de la luz que pueden limitar no sélo la luz, sino

también causar fotoinhibicién del cultivo durante una
parte significativa del dia (Vonshak y Guy, 1992; Lu
y Vonshak, 1999). Aunque la radiacion solar se da a
condiciones ambientales, uno puede modificar la luz
disponible para células de las algas cultivadas utilizan-
do diferentes métodos.

En el Perd, la region desértica de Arequipa presenta
una gran luminosidad solar caracterizada por el cielo
despejado y ausencia de lluvia durante todo el ano,
ademas de presentar altas temperaturas diurnas sien-
do adecuados para la produccién de biomasa. Sin em-
bargo, las mejoras en el disefio de un fotobiorreactor
podria capturar casi toda la luz solar disponible, siendo
el objetivo del presente trabajo evaluar la productivi-
dad de Arthrospira platensis empleados en el cultivo
masivo en fotobiorreactor tubular doblemente curva-
do bajo condiciones ambientales observando los cam-
bios morfolégicos en los filamentos de A. platensis.

Materiales y métodos

Organismo y condiciones del cultivo

El in6culo de A. platensis fue obtenido de la Colec-
cion de Biotecnologia de microalgas del Laboratorio
de Biologia Acuatica-UNSA, Arequipa, Perd. El cultivo
fue mantenido usando la solucién hidropdnica “La
Molina” al 25% (Rodriguez-Delfin et al., 2001), con la
siguiente composicion (g/L): Solucién A; Superfosfato
triple 35; KNOs 110; NHiNO; 70; Solucion B: MgSOs
44; Fetrilon combi 2.5; Acido bérico 0.24 y NaHCO;
8g (Marca Merck).

Todos los nutrientes fueron disueltos en agua declora-
da y ajustados a pH= 9 y esterilizados a 120 °C y 15
Lb de presion durante 20 min. El volumen del cultivo
de A. platensis en fotobiorreactor fue de 5,73 L man-
teniendo el rango de pH entre 9-10 y con una tem-
peratura maxima de 22.6 °C y temperatura minima
de 9.4°C. El cultivo al aire libre en fotobiorreator se
localizé a 16°24°50” " de Latitud sur, 71°32°02" " de
Longitud oeste, altitud de 2344 msnm.

Diseiio y operacion del sistema

El sistema utilizado en este estudio consistié de tres
partes: (1) Fotobiorreactor doblemente curvado de
4m de largo, construido con un tubo transparente de
policloruro de vinilo (PVC) de 15.3 m de longitud y
12 mm de didmetro interno; 2) Desgasificador de 4
L de capacidad; 3) Bomba de aire, modelo ACQ-001;
Electromagnetic Air Compress, de la empresa BOYU
(figura 1) (Carlozzi y Torzillo, 1995) El fotobiorreactor
fue cubierto con una lamina de plastico anti-UV y ma-
lla Rachel de 50%, para evitar la excesiva radiacion
UV ocasionada por la exposicion directa a la luz solar.
Para el mezclado y aireacion de la microalga se utilizo
una bomba de aire. El tubo de PVC que forma el fo-
tobiorreactor ocupo una superficie de 0.577 m?; este
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Figura 1. Fotobiorreactor disefiado para el cultivo de Arthrospira platensis (Spirulina) bajo condiciones ambientales. A. Vista exter-
na del fotobioreactor tubular doblemente curvado. B. Esquema general del fotobiorreactor tubular doblemente curvado.

valor se usé para calcular la produccién de biomasa fue de 5.73 L que resulta de sumar los volimenes del
por metro cuadrado. El volumen total del tubo que for- fotobiorreactor y el desgasificador.

ma el fotobiorreactor fue de 1.73 L = (@ x (0.006 m)?
x 15.3 m). La proporcién entre el volumen y el drea
de la superficie iluminada (tubo de PVC) del fotobio-
rreactor fue de 0.33 m?/L. El volumen total del sistema

Radiacion solar y condiciones experimentales

Figura 2. Estructuras espirales de Arthrospira platensis a diferentes tiempos (dias).
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La radiacion solar se midié6 con un radiémetro UV
solar marca Davis, modelo 06490 vy la iluminancia se
midié con medidor digital de luz, marca Extech, Mode-
lo 401025 medidos por la estacion meteoroldgica de
la Escuela Profesional de Fisica de la UNSA, Arequipa,
Perd. El experimento se llevé a cabo desde el 18 de
octubre al 1 de noviembre de 2013.

Observacién morfolégica de los filamentos de
Arthrospira platensis

Los cambios morfologicos de filamentos de A. platensis
fueron examinados usando un microscopio 6ptico (La-
bor-Tech, MODEL: 2001, Germany). Las imagenes digi-
tales se registraron con una camara digital, observando
diariamente la morfologia de los filamentos (figura 2).

Para la comparacion de la estructura ultramicroscopi-
ca de los filamentos de A. platensis, se utilizé el mi-

croscopio electronico de barrido marca Philips SEM XL
20 con microanalizador de rayos X por dispersion de
energia marca EDAX DX 4i. Las muestras fueron recu-
biertas con una capa metalica de oro de espesor apro-
ximado de 100 A° con el metalizador de vacio marca
Denton Vacuum Desk Il. (figura 3).

Crecimiento de A. platensis

El crecimiento de A. platensis se desarrollé en fotobio-
rreactor tubular doblemente curvado con 5.73 L de
cultivo con una concentracion inicial de 48x10°* org/
ml. Los filamentos fueron contados en camara de Sed-
gwick-Rafter (Moheimani et al., 2013).

Determinacion de la biomasa

Para determinar en contenido de clorofila “a” las
muestras de A. platensis se concentraron mediante

Figura 3. Comparacién de la estructura microscépica de Arthrospira platensis donde se muestra la variacién morfolégica de los
filamentos. (A, B) Vista de un filamento normal. (C, D, E, F) Vista de filamentos fragmentados. Los tricomas de los filamentos
fragmentados estdn indicados con flechas. (Fotos tomadas por J. Soto. Centro de Microscopia Electrénica (CME), Universidad

Nacional de San Agustin (UNSA), Arequipa - Peru).
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centrifugacion a 10000 rpm x 10 min, y fueron lisadas
con nitrégeno liquido. La densidad éptica se midié por
el método espectrofotométrico a 750 nm y 664 nm
(APHA, 1992). La determinacion de la biomasa seca
se realizé en estufa durante 2 h a 105 °C (Vonshak,
2002).

Resultados y discusién

Radiacion solar y condiciones experimentales

Se obtuvo una radiacién solar media igual a 953.6 W/
m? siendo la maxima radiacion alcanzada después del
dia 10 con 1179 W/m?, con un limite superior igual a
1143 W/m? el limite inferior igual a 764.01 W/m? (figu-
ra 4). Por la situacion geografica de la region Arequipa,
los dias tienen alta radiacion solar, con temperaturas
variables y bajas durante la noche en la mayor parte
del afo. Las medidas realizadas de la iluminacion al
aire libre, fueron de 121500 lux.

A. platensis en fotobiorreactor tubular doblemente cur-
vado tuvo una velocidad promedio del medio de cul-

Figura 4. Radiacién solar maxima tomada desde el 18 de oc-
tubre al 1 de noviembre de 2013. (Fuente: Estacién Meteoro-
|6gica de la Escuela Profesional de Fisica (EPF) de la UNSA)
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Figura 5. Relacién entre la temperatura media de la produc-
cién de Arthrospira platensis en fotobiorreactor doblemente
curvado y el tiempo de evaluacién (en dias). LSC = Limite Su-
perior de Confianza; LIC = Limite Inferior de confianza; CTR
= Valor medio de la Temperatura.

tivo de 0.3 m/s con un caudal promedio igual a 0.034
L/s. El caudal de la bomba de aire sin medio de culti-
vo fue de 0.0833 L/s. La prueba de comparacién de
ANOVA muestra el estadistico de Fisher (F = 330.926);
con diferencias altamente significativas (P < 0.01), en
los 4 puntos de evaluacion de temperatura: 1) en el
cultivo en fotobiorreactor; 2) en ambiente externo; 3)
dentro del sistema y 4) medidas realizadas en la Esta-
cion Meteorolégica de la Escuela Profesional de Fisica
(EPF) de la UNSA (tabla 1). La temperatura de evalua-
cion alcanzada fue de 25.74°C como limite superior y
la temperatura media fue de 24.28°C hasta los 14 dias
de evaluacion y 22.82 °C como limite inferior al 95%
de confianza (figura 5). La prueba de Tukey muestra
un mayor registro en la T° (cultivo) con 24.27 + 0.66

Figura 6. Prueba de comparacién multiple de Tukey para los
puntos de evaluacién de temperatura en fotobiorreactor tu-
bular doblemente curvado.

Figura 7. Crecimiento de A. platensis en fotobiorreactor tu-
bular doblemente curvado hasta los 14 dias de evaluacién

°C; mientras que el menor registro se presenté en la T°
(al aire libre) (Estacion meteoroldgica EPF) con 16.46 +
0.97°C (figura 6).

Cambios morfoldgicos de Arthrospira platensis

Los filamentos de A. platensis cultivados en fotobio-
rreactor, en los primeros 5 dias de cultivo mantuvieron
su forma caracteristica en espiral (hasta de 13 espiras)
con aparicion de las primeras fragmentaciones en los
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Tabla 1: Comparacién de temperaturas en diferentes puntos de evaluacién.

vl;l:iil;)tifi::d C?‘:?;:; g.l. Media cuadratica F Sig.
-Temperatura 542,172 2 271,086 330,926 0,00
-Error 34,4 42 0,819
-Total 576,578 44

filamentos. En el dia 6, se observé un aumento en el
ndmero de fragmentaciones, en el dia 7 se observaron
filamentos muy alargados con escasa formacion de es-
piras (figuras 2 y 3C), en los dias 8 al 14 aumento la
proporcion de filamentos fragmentados.

Las roturas de los filamentos de la estructura espiral
de A. platensis fue estudiado por Wu et al.,, (2005)
donde menciona que las roturas se ve alterado por
las temperaturas bajas y no por los niveles natura-
les de radiacion ultravioleta (UV). Ademds muchas
cianobacterias son capaces de sintetizar compuestos
absorbentes de UV en respuesta a la excesiva radia-
cion, tales como micosporinas, aminoacidos y escito-
nemina, que protegen a modo de pantalla las células
antes que la radiacion UV alcance los componentes
intracelulares (Garcia y Castenholz, 1993). Por la tan-
to en este estudio la rotura de los filamentos podria
deberse a temperaturas bajas de la zona durante la
noche y al amanecer (15 - 18 °C) por lo que se sugie-
re que estos cambios morfolégicos estan acoplados a
procesos fisiolégicos y moleculares a bajas tempera-
turas y no en respuesta a la excesiva radiacion UV. En
estudios por Vonshak et al., (1994) y Vonshak, (1997)
se encontro que la baja temperatura de la manana
junto con la alta intensidad de la luz podria inducir es-
trés fotoinhibitorio de A. platensis y que aumentando
la temperatura del cultivo hasta 35 °C puede revertir
la inhibicién y aumentar casi cuatro veces mas la pro-
duccion diaria.

Durante todo el cultivo de la investigacion se obser-
v6 que la longitud de los filamentos espirales de A.
platensis son de mayor tamano y de color verde mas
claro que las cultivadas bajo condiciones de labora-
torio. Una posible causa de la mayor longitud de los
filamentos espirales de A. platensis podria ser su confi-
guracion espiral debido a que los filamentos adoptan
una estructura helicoidal mas apretada con espiras
pequenas permitiendo alcanzar mayor longitud. Las
cepas de A. platensis de estructura helicoidal mas
apretada pueden tolerar mayor intensidad de luz en
comparacién con aquellas cepas con espirales mas
flexibles (Jeeji y Seshadri, 1980). Ademas espirales
sueltas podrian transformarse a las formas en espiral
mas apretada cuando se cambia a condiciones de luz
intensa (Fox, 1996; Wu et al., 2005), trabajando con
dos cepas diferentes de A. platensis, sugirio que la

transicion de espiras sueltas a muy apretadas en pre-
sencia de radiacion UV-B podria ser un mecanismo de
proteccion eficaz. Este cambio morfolégico de auto-
sombreado de A. platensis debido a las espirales mas
apretadas parecen estar asociadas con la estrategia
de proteccién de este organismo para contrarrestar
la radiacion (UV) solar. Es bien sabido que la radia-
cion UV induce danos, tales como el blanqueo de los
pigmentos, la degradacion de proteinas e inactividad
enzimatica, en muchos organismos. Sin embargo,
algunos organismos han desarrollado estrategias de
reparacion en contra de ella, tales como la sintesis
de novo de proteina (por ejemplo de proteina D1y
D2) (Sass et al., 1997), la reparacion del ADN (Britt,
1995; Hader y Sinha, 2005) y la eliminacion de radi-
cales de oxigeno (Mittler y Tel-Or 1991; Middleton y
Teramura 1993).

En el estudio de la estructura ultramicroscépica de
los filamentos de A. platensis mediante microscopia
electrénica a diferentes escalas (20; 100 y 50 ym) se
observa los filamentos de A. platensis donde se observa
la disminucion del ndmero de espiras en el filamento
(figura 3C y 3D) con una fragmentacion, y filamentos
con varios puntos por fragmentarse sefalado con fle-
chas (figura 3E y 3F).

Productividad de biomasa

La concentracion de clorofila “a” en valores de bio-
masa en fotobiorreactor doblemente curvado fue de
0.00785 mg/L, con una iluminancia de 121500 lux.
La composicion de clorofila “a” presente en Spirulina
varia de 0.8 a 1.5 % de materia seca (Paoletti et al.,
1980). De acuerdo al conteo de filamentos de A. pla-
tensis el maximo crecimiento se obtuvé a los 14 dias
con 151667 org/mL cuyo crecimiento se ajusta al mo-
delo “lineal” (Y=a + bX) en fotobiorreactor tubular do-
blemente curvado (R2=0.990; F=593.060) (figura 7)
(Guisande et al., 2013).

Se obtuvo una concentracién de biomasa de (1.4 g/L)
al final de los 14 dias con un sistema de 5.73 L, una
produccion total de 8.022 g obteniendo una producti-
vidad de 13.9 g/m? 6 1 g/m?/dia en 14 dias a 121500
lux en el fotobiorreactor tubular doblemente curvado.
Se realizaron muchas investigaciones en A. platensis
cultivadas en fotobiorreactores tubulares en condicio-
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nes ambientales por Vonshak et al., (1996) donde ob-
tuvo concentraciones entre 2 a 2.225 g/L de biomasa
seca en 24 horas con una irradiacion solar total de
254.6 W/m?. Andrade y Costa, (2008) realizaron culti-
vos de Spirulina platensis al aire libre en el extremo sur
de Brasil obteniendo 1.94 g/L con una productividad
maxima de 0.059 g/L/dia. Otros autores como Zittelli
etal, (1996) obtuvieron productividades promedio de
0.83; 0.44 y 0.61 g peso seco L' d™' alcanzados en
otoho (septiembre-octubre), invierno (noviembre-di-
ciembre) y marzo, respectivamente.

Los resultados presentan la productividad alcanzada
bajo condiciones ambientales de la region Arequipa,
caracterizada por la alta radiacién solar y tempera-
turas muy variables de 22.6 °C a 9.4 °C menor a los
obtenidos por Vonshak et al., (1996) y Zittelli et al,,
(1996). Esta baja produccién en la biomasa podria
deberse a un efecto de fotoinhibiciéon debido a la
alta radiacion de la region. Aunque la fotoinhibicién
ha sido estudiada intensamente en los dltimos diez
anos (Baker y Bowyer, 1994; Kyle et al., 1987) muy
poco se ha estudiado el efecto de la productividad
en los sistemas de cultivo de microalgas. El rol de
la fotoinhibicién como factor ecolégico en sistemas
acuaticos ha sido revisado por Neale, (1988) donde
se concluye que la importancia de la fotoinhibicién
en sistemas acuaticos es emergente y es tomado
como factor en la estimaciéon de la productividad
acuatica. Estudios sobre la fotoinhibicion en algas
de interés comercial son muy limitadas siendo Vons-
hak et al., (1988) los primeros en estudiar la fotoinhi-
bicién en Spirulina bajo condiciones de laboratorio
seguido por un estudio posterior para estimar el
efecto bajo condiciones externas.

Vonshak y Guy, (1992), cuantificaron el efecto de la
fotoinhibicién en la productividad, estimando que la
pérdida de la produccion potencial de cultivos en
sistemas abiertos puede ser mas del 25% debido a
la fotoinhibicién. Estudios adicionales de la interac-
cion del estrés por luz y temperatura fue estudiado
por Jensen y Knutsen, (1993) donde demostraron
que la temperatura de cultivo por debajo del creci-
miento 6ptimo de Spirulina es mas sensible a la foto-
inhibicion. Ademas Vonshak et al., (1994) demostrd
que la fotoinhibicion en los fotobiorreactores tubu-
lares bajo condiciones ambientales se puede pre-
venir aumentando la temperatura por encima de la
temperatura 6ptima durante el dia. Muchos traba-
jos se necesitan para estimar el efecto exacto en la
productividad de cultivos bajo condiciones ambien-
tales. Si consideramos la fotoinhibicion como un
proceso fisiol6gico que disminuye la produccion de
biomasa de Spirulina, la seleccion de cepas propias
de cada region con capacidad de tolerar y mejo-
rar significativamente la productividad de cultivos a
condiciones ambientales es una buena alternativa.

Conclusiones

Los resultados presentados indican que la fuerte radia-
cion solar incidente sobre el sistema de cultivo en foto-
biorreactor doblemente curvado, afecta la morfologia
y la productividad de A. platensis. Por lo tanto esta
radiacion solar no es 6ptima para el sistema de culti-
vo en fotobiorreactor al aire libre, evidenciada en una
baja productividad de biomasa y contenido de clorofi-
la de 13.9 g/m? y de 0.00785 mg/L respectivamente.
Mientras que la temperatura alcanzada durante el dia
mostré ser adecuadas para el cultivo de A. platensis.
Se requieren mas estudios para conocer y establecer
el porcentaje de radiacion solar 6ptima para obtener
una buena productividad de A. platensis en fotobio-
rreactores tubulares.
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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 hipotesis, 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 informacién de los autores.
Debe incluirse la version electrénica del trabajo en disquete
o CD. Para agilizar el proceso de evaluacion 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 traduccién 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 contribucion 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 vy 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 maximo, 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 hipo-
tesis de la investigacion 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 s6lo 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.

Instrucciones para los autores
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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: Lopez 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 sera de la siguiente manera.

Articulo. Autores, ano, 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 publicacién, titulo, lugar de impresion,
editorial o entidad responsable de la publicacion, paginas.
Ejemplo: Gémez, A; Posada, H. 1987. Descripcién de male-
zas en plantaciones de café. Chinchina, Colombia: Cenicafé,
p. 481. Las tesis deben referenciarse como libro. Si algin tra-
bajo tiene caracteristicas propias y no puede cumplir todas
las especificaciones sefaladas anteriormente, se recomien-
da que por lo menos tenga en cuenta titulo, autor, resumen,
palabras clave, traducciones del resumen y palabras clave,
citas bibliogréficas, 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 bdsqueda 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,
introduccién, 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 informacién
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: revcbib_bog@unal.edu.co

K www.rcb.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
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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 full-stop 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.

Author instructions
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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. Gbmez A.; Posada, H. 1987. Chinchina,
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.rcb.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
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Suscripciones:

Consignar la suma de $30.000 equivalente a la suscripcion anual (dos nimeros) en la cuenta No. 209-849037-97 de
Bancolombia a nombre de Corpodib-Revista Colombiana de Biotecnologia.

Enviar al Fax (571) 316 5415 o por correo al Instituto Colombiano de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia (AA. 14490 de Bogota), copia de la consignacién y sus datos completos (nombre, entidad, cargo, direccién para
el envio, ciudad, pais, teléfono, fax, e-mail).






