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No se puede concebir una Universidad de calidad sin el ejer-
cicio de sus funciones primordiales que constituye la inves-
tigacion: ser sustantiva, asociada y complementada con la
docencia y la extension.

En conformidad con lo anterior, desde hace 18 meses he-
mos tomado las anteriores premisas como fundamento para
la consecucién de nuestro objetivo final, que es la Acredita-
cién Institucional, la cual, amerita hacer una retrospeccion
de nuestra actividad, durante los 30 anos de existencia.

El afo 1983, fue el ano de la entonces Corporaciéon Univer-
sitaria de Ciencias Agropecuarias y empez6 a funcionar con
los programas de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, en
las cuales, predominada la formacién profesional (solamente
docencia), aunque con las préacticas y las pasantias de los es-
tudiantes, se hizo una proyeccién social y la parte investigati-
va, denominada “formativa”, también tuvo injerencia con los
cursos y los seminarios, que se practicaron y, desde luego,
con el “Trabajo de Grado”, que se establecié6 como requisito
para que los estudiantes pudieran obtener el titulo de Médico
Veterinario o de Zootecnista.

Sin embargo, solamente 1987 y con mayor fuerza en 1992,
la Universidad, con el nombramiento de profesores de tiem-
po completo y con funciones académicas ampliamente
reconocidas, emprendié seriamente la tarea de asumir la
investigacion con mayor ahinco. Para ello, se conté con la
colaboracion del Doctor Guillermo Mateus Valles (qg.e.p.d.),
quien recomendd una politica que sent6 las bases en ma-
teria de Ciencias Pecuarias y, como efecto de los primeros
resultados, fue el primer Trabajo de Investigacion, del estu-
diante Luis Ernesto Rodriguez Quenza, en el tema de Anemia
Infecciosa Equina.

Para obtener este logro, se consiguio el respaldo del Consejo
Directivo de la U.D.C.A, para que se garantizara la vincula-
cién y la permanencia de docentes—investigadores y, desde
entonces, con dicho concurso, se ha continuado con esta
tradicion, de apoyar las iniciativas de programas, de proyec-
tos, de lineas y de grupos de investigacién, creacién de labo-
ratorios y dotacién de equipos.

De acuerdo con nuestra naturaleza, Misién y Proyecto Insti-
tucional, la U.D.C.A ha planteado politicas claras y un com-
promiso decidido con la investigacién, a pesar de las mul-
tiples dificultades que esta actividad demanda en recursos
econémicos, fisicos y tecnoldgicos y a la misma difusién de
resultados que comprende: publicaciones, patentes, regis-
tros, desarrollo tecnolégico, premios y otros.

Como quiera es que la calidad de una Universidad esta inti-
mamente asociada con la practica de la investigacion y no
solamente se debe hacer investigacion sino utilizarse perti-
nentemente en la docencia y en la extensién. La investiga-
cién se hace realidad si la misma estéa entrelazada con los
procesos de formacién, ya sea en el nivel universitario o en
el de las maestrias (pronto con los doctorados). Todo esto
lo arrojaré el resultado del proceso de autoevaluaciéon que
venimos adelantando y que nos dejara ratificar en nuestro
PEI, que la investigacién es una funcién sustantiva, que nos
permitira alcanzar un nivel de desarrollo cientifico en bien de
profesionales competentes, para que, a su vez, solucionen
los grandes problemas que acogen a nuestra sociedad. Si
por ahora no logramos alcanzar el reconocimiento de los
estdndares mas altos de las universidades més desarrolladas
del pais, puedo afirmar que con nuestros planes de mejora-
miento podremos lograr nuestra meta mas codiciada, que
no es otra que constituirnos como una universidad de exce-
lencia.

No obstante, existen en Colombia grandes falencias en cuan-
to avanza la investigacion cientifica: la drastica reduccién de
fondos, los recortes en convocatorias, la disminucién de
becas, la no renovacién o compra de equipos, la falta de
contratacion de personal, algunas de ellas, por debilidad ins-
titucional, mayor inequidad, reduccién en la competitividad
o por fuga de cerebros. El columnista del Diario El Tiempo,
Jorge Orlando Melo expresé que “Nos aprovechamos como
buenos parasitos de la ciencia y la técnica universal, sin tener
que gastar en desarrollarla pero al mismo tiempo sin adop-
tarla para lograr resultados 6ptimos” y més adelante “Ahora
por principio, las universidades han puesto la investigacién
cientifica como parte de su ‘Misién y su vision' y han definido
medidas para calificar sus aportes. Estas mediciones, como
la ciencia que practicamos, tiene que ver poco con los pro-
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blemas del pais, cuentan ante todo gestos y movimientos: es
un registro notarial de articulos, patentes o grupos de investi-
gadores, pero sin que se sepa si lo que se publica o investiga
sirve para algo, si hemos aportado nuevos conocimientos a

X

la ciencia, si algo patentado funciond”.

Con todas estas criticas son las universidades las llamadas
a formar profesionales idéneos y altamente calificados para
dar respuesta a los desafios, que en distintos campos, esta
sociedad plantea. La investigacién universitaria Colombiana,
sin duda alguna, ha vivido cambios importantes en los ulti-
mos anos y, por ello, las instituciones de educacién superior
estdn generando nuevo conocimiento, con el propésito de
mejorar la calidad de vida de los ciudadanos. Por esto, la
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A,
se debe comprometer con los siguientes principios frente a
la funcién sustantiva de investigacién e impulsar acciones
investigativas hacia el futuro, con mayor decisién y coraje:

a. Definir los campos de investigacién y las prioridades in-
vestigativas

b. Optimizar la calidad de la infraestructura investigativa, re-
presentada en laboratorios, en instrumentos, en recursos
bibliogréficos, en recursos informéticos

c. Implementar la calificacién académica de los investigado-
res

d. Apoyar la creacién y grado de desarrollo de grupos, de
redes, de programas y de lineas de investigacion

e. Brindar estabilidad a los grupos de investigacién y a sus
investigadores

f. Dedicar el tiempo necesario para la investigacién del per-
sonal académico y reconocido por la institucién para ta-
reas investigativas

g. Generar vinculos con pares nacionales e internacionales

h. Incentivar los tipos de publicaciones especializadas, se-
gun su caracter nacional o internacional y si estdn o no
indexadas; citas y referencias en trabajos de investigacion
de la institucion; patentes, registros, desarrollos tecnolé-
gicos; premios y distinciones por trabajos de investiga-
cién

i. Asignar presupuesto de investigacién propio y consecu-
cién de financiacién externa nacional o internacional

j. Establecer un grado de interdisciplinariedad de la investi-
gacion

k. Determinar la intensidad y continuidad de trabajos de
campo

l. Crear e implementar el régimen de propiedad intelectual

Esta autoevaluaciéon de la calidad con miras a la Acreditacion
Institucional implica una valoracién sistémica de la Universi-
dad, como un todo. Para ello, es necesario hacer un llamado
a todos los estamentos que conforman la Comunidad Uni-
versitaria, para que adelantemos este proceso con todo el
rigor, dinamismo y seriedad.

Referencia bibliografica:
http://www.eltiempo.com/opinion/columnistas/jorgeorlando-
melo/ARTICULO-WEB-NEW_NOTA_INTERIOR-12684530.
html
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RESUMEN

La adherencia es un proceso clave para la infeccién por He-
licobacter pylori, regulada por la expresion coordinada de
adhesinas. Dentro de este grupo encontramos las proteinas
AlpA/B y HorB que, recientemente, han llamado la atencién
de la comunidad cientifica, por su papel en el fitness de la
bacteria. El objetivo del presente estudio fue describir la his-
toria evolutiva de AlpA/B y HorB, desde un enfoque filogeo-
gréfico. Para este fin, se descargaron secuencias especificas
para AlpA, AlpB y HorB desde Uniprot y fueron analizadas en
Muscle, Mega 5.1, PhyML 3.0.1, DNAsp 5.0 y PAML 4.5. En
este estudio, se identificé que los genes alpA, alpB y horB
siguen un modelo evolutivo de nacimiento y de muerte de
genes, bajo seleccién purificadora. Ademas, se detectaron
patrones de diferenciacién genética significativos para alpA,
entre las poblaciones de América-Europa (FsT 0,51395) y
de Europa-Asia (FsT 0,46030) y para alpB, entre las pobla-
ciones de América-Europa (FsT 0,43711), datos soportados
por la prueba McDonald y Kreitman. Seguidamente, me-
diante la herramienta PAML 4.5, se detecté que un 9,51% de
la proteina AlpA, un 8,5% de la proteina AlpB y un 5% de la
proteina HorBestan bajo seleccién positiva, determinando la
presencia de linajes selectivos de H. pylori para zonas geo-
gréficas especificas, que favorecen la adherencia al hospede-
ro. Finalmente, se concluye que los genes codificantes para
las adhesinas AlpAB y HorB tienen procesos de adaptacion
locales correlacionados con los origenes filogeograficos de
las cepas analizadas.

Palabras clave: Adhesion, locus AlpAB, seleccion positiva,
hipétesis de la reina roja, coevolucién.

SUMMARY

The adherence to the epithelial gastric cell is a key step in the
physiopathology of Helicobacter pylori infection. There are
several outer membrane proteins involved in the adherence
that are expressed in a sequential fashion, meanwhile the at-
tachment to the host cell takes place. Currently, the adhesins
AlpA, AlpB and HorB have attracted the attention because
of i) its role in the adherence, ii) The differential activation
of intracellular pathways in the gastric host epithelial cell be-
tween Asian and European strains and iii) in its role in the
fitness according to gene deletion studies. It is largely known
that H. pylori have a global distribution with regional diver-
gent populations that have evolved following host conditions.
Here, it was indentified that the evolutionary history of alpA,
alpB and HorB adhesins followed a birth and death evolu-
tion model under purifying selection in which the deleterious
mutations have been actively purged from the population al-
lowing the fixation of beneficial changes for the fitness. It was
detected based on permutation tests that H. pylori s popula-
tions from America-Europe (FsT0.51395.) and Asia-Europe
(FsT 0.46030) for alpA and the populations from America-
Europe (FsT 0.43711) for alpB present a significant genetic
differentiation mediated by positive selection as suggest by
the MKT test results. Finally, it was found using PAML that
a 9.51% of alpA, a 8.5% of alpB and a 5% of HorB proteins
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evolved under strong specific positive selection following
linage specific geographic patterns.

Key words: Adhesion, AlpAB locus, molecular evolution,
positive selection, Red Queen hypothesis, coevolution.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa que hace
parte de la microbiota normal del estbmago humano (Bik et
al. 2006), ya que no siempre desarrolla un proceso infeccio-
so (Mbulaiteye et al. 2009); sin embargo, cuando se presenta
una infeccion activa, se asocia con Ulcera, con gastritis y con
céancer gastrico (Blaser et al. 1995).

La mucosa gastrica es un nicho hostil y cambiante para la
mayoria de patdégenos bacterianos; no obstante, las bacte-
rias del género Helicobacter han logrado adaptarse por me-
dio de la regulacién de la respuesta inflamatoria del hospe-
dero (Algood & Cover, 2006; Kusters et al. 2006) y por sus
caracteristicas evolutivas.

Las poblaciones de H. pylori se caracterizan por ser gené-
ticamente diversas, evidenciar ritmos de evolucién rapidos,
ser recombinantes, estar geogréaficamente aisladas siguien-
do el patrén de las migraciones humanas y presentar modos
de trasmision intrafamiliares (Achtman et al. 1999; Falush et
al. 2003; Kersulyte et al. 2000; Suerbaum et al. 1998). Estas
caracteristicas han ocasionado que las cepas evolucionen
como linajes especificos en regiones geogréficas particula-
res (Falush et al. 2003); es asi, como se han identificado
cepas tipicas para Africa, Europa, Asia y América, con co-
rrelaciones clinicas diferenciales (Liu et al. 2005; Covacci et
al. 1999).

La prevalencia de la infeccién y la especificidad regional de
las cepas sugieren que H. pylori coevoluciona con su hospe-
dero (Algood & Cover, 2006), por tanto, es factible plantear
que los genes importantes para el éxito reproductivo de las
poblaciones del patégeno evolucionan bajo seleccién posi-
tiva (Covacci et al. 1999). Ejemplos claros de este tipo de
genes son los factores de virulencia cagA (Delgado et al.
2011), vacA, BabA, OpiA, SabA (Torres et al. 2010) y genes
similares a Sell (Masako et al. 2007).

Algunos de los procesos bacterianos que mayor relacién tie-
nen con el éxito reproductivo (fitness) son la adherencia y la
colonizacién a la célula epitelial hospedera. La adherencia
de H. pylori a la célula epitelial géstrica es importante en la
colonizacién del tejido, ademas, de participar en la respues-
ta inmune, tanto celular como humoral (Evans et al. 2000;
Odenbreit, 2005).

De hecho, la expresién de factores proinflamatorios, como

la IL-8, requiere de este contacto inicial, entre la bacteria y
la célula blanco (Aihara et al. 1997). A la fecha, se han des-
crito un nimero de adhesinas, incluyendo BabA (llver et al.
1998), SabA (Mahdavi et al. 2002), OipA (Yamaoka et al.
2000), HopZ (Peck et al. 1999), AlpA/AlpB (Odenbreit et al.
1999; 2002) y HorB (Snelling et al. 2007).

Dentro del grupo de las adhesinas existen tres proteinas:
AlpA, AlpB y HorB, cuya funcién ha sido caracterizada y estu-
diada en diferentes modelos experimentales. Las dos prime-
ras conforman un operén y codifican para adhesinas, cuya
actividad ha sido probada en cortes de tejido embebido en
parafina, en cultivo celular, en modelo animal y en muestras
de origen humano (Odenbreit et al. 1999). Recientemente,
se ha identificado que la laminina, propia de la matriz ex-
tracelular del tejido géstrico, es el receptor para estas dos
adhesinas (Senkovich et al. 2011).

Por otra parte, se ha demostrado el papel del locus AlpAB
en la adhesién a la mucosa géstrica y en la expresién de
interleucinas del hospedero (Odenbreit et al. 1999; Lu et al.
2007). En estos trabajos, se demostré que la delecién de
estos genes reduce la expresion de IL-6 en células epiteliales
gastricas y, ademas, que la reduccién de la expresion de IL-8
es dependiente del origen filogeogréfico de las cepas, ob-
servandose una diferencia significativa entre cepas del este
asitico y cepas del oeste, lo que se conoce, actualmente,
como la hipétesis este-oeste (Lu et al. 2007).

Las adhesinas AlpAB activan vias de sefalizacion intracelular,
mediada por quinasas, c-Fos y la proteina de respuesta al
AMP ciclico; sin embargo, la activaciéon del N-terminal de la
quinasa Jun, c-jun y el NFkapaB fue exclusiva para las cepas
del este asidtico. Estos resultados sugieren que la variacién
geogréfica de estas adhesinas se puede relacionar con las
prevalencias observadas de cancer géastrico, debido a los
efectos diferenciales observados sobre la célula epitelial en
cepas del este y del oeste, ademés de procesos evolutivos,
a nivel molecular, que aiin no han sido descritos para AlpAB
(Kwong & Tiing, 2010). Finalmente, se ha determinado que
HorB, ademas de ser una adhesina, es un factor de coloniza-
cién importante para la bacteria (Snelling et al. 2007).

Derivado de los estudios anteriores, se sabe que la delecion
de los genes alpA, alpB y HorB provoca una disminucién
significativa (entre el 60 al 70%) en la capacidad de adhesion
del microorganismo a la célula hospedera, hecho que indica
que estas enzimas son importantes para el éxito reproductivo
del patégeno y quizés su ausencia podria limitar la supervi-
vencia de la bacteria; no obstante, a la fecha, los procesos
evolutivos que dan forma a los representantes modernos de
estas tres proteinas para los diferentes linajes de H. pylori, se
desconocen (Kwong & Tiing, 2010).
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Es por esto que en el presente estudio, se investigd la dina-
mica evolutiva y poblacional de los genes alpA, alpB y HorB
de H. pylori, a partir de cepas representantes de diferentes
regiones geogréficas. Se aplicaron modelos evolutivos de se-
cuencias basados en codones en conjuncién con modelos
de méxima verosimilitud y se analizaron las relaciones entre
polimorfismos especificos y sus implicaciones evolutivas. Se
demostré que los tres genes presentan clara evidencia de
una fuerte seleccién positiva operante, lo que indica que la
capacidad de adhesién a la célula hospedera evoluciona de
manera independiente y local para cada regién geogréfica.

MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo, se siguié la metodologia propuesta
por Delgado et al. (2011), pero con algunas modificaciones
leves. Brevemente, se realiz6 Blast (Altschul et al. 1997), en
la base de datos Uniprot, con las siguientes secuencias se-
milla: 025570, para AlpA; 025595, para AlpB y 024941,
para HorB de la cepa 26695, contra genomas represen-
tantes de diferentes poblaciones humanas, asi: Africa J99
NC_000921; SouthAfrica7 NC_017361.1; Gambia 94/24
NC 017371.1; América: Cuz20 NC 017358.1; Shi470
NC_ 010698, V225d CP001582; Europa: 26695 NC_000915,
HPGA1 NC_008086, P12 CP001217, G27 NC_011333; Asia:
F16 NC 017368.1, 35A NC 017360.1, 51 NC 017382.1 e
India7 NC_017372.1.

Las secuencias de los genomas, se eligieron segun la epi-
demiologia molecular, revisada en Suzuki et al. (2012). Las
secuencias homoélogas identificadas fueron alineadas con
Muscle (Edgar, 2004), usando condiciones por defecto. Los
alineamientos fueron inspeccionados visualmente y los for-
matos finales para los anélisis evolutivos, se obtuvieron con
Seaview (Gouy et al. 2010) y Jalview (Clamp et al. 2004).

Seguidamente, se us6 Jmodeltest (Posada, 2008), para iden-
tificar el modelo evolutivo que mejor explicaba el alineamien-
to de ADN. Se usé el programa DNAsp5.0 (Librado & Rozas,
2009), para realizar las pruebas: MKT McDonald-Kreitman,
Permutacién (FsT bajo 50000 réplicas) y de recombinacion.
Finalmente, se aplic6 MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011), para la
prueba Tajima (Tajima, 1989) y la prueba Z (Zhang et al. 1998).

Para la reconstrucciéon filogenética, se utilizé PhyML 3.0.1
(Guindon et al. 2010), estimando las opciones Ts/Tv, la
proporcién de sitios no variables y la distribucién Gamma;
la robustez estadistica, se obtuvo mediante 1000 repeticio-
nes Bootstrap. Los éarboles filogenéticos se visualizaron en
la herramienta Njplot (Perriere & Gouy, 1996); las filogenias
también se desarrollaron por medio del método Neighbor-
Joining (Saitou & Nei, 1987), bajo el modelo de distancia
GTR, con 1000 repeticiones Bootstrap, aplicando MEGA 5.1
(Tamura et al. 2011).

Para el andlisis de seleccién positiva los alineamientos fueron
analizados usando el moédulo codeml del programa PAML
4.5 (Yang, 2007). Se empled el arbol descrito en la recons-
truccién filogenética, ademés del generado por el servidor
selecton (Stern et al. 2007), bajo el modelo M8a. Para el
andlisis de seleccién positiva, se emplearon las metodologias
propuestas por Yang et al. 2005; 2000; Yang & Swanson,
2002; Yang, 1998; Yang & Nielsen, 2002; Zhang et al. 2005,
utilizadas para el andlisis de genes de H. pylori. Se emplea-
ron los modelos evolutivos MO (Neutral), M1 (casi neutral),
M2 (seleccién), M3 (distribucion discreta), M7 (distribucién
beta) y M8 (distribucion beta, p y q). Se asumié un valor ®
similar para cada rama del arbol, pero se permitié variacién
entre codones individuales de los genes, para medir la hete-
rogeneidad de la variacion de las presiones selectivas.

Se realiz6 la prueba Likelihood ratio test usando la herra-
mienta Jmodel test. Se compararon los modelos MO/M1/M7
que no detectan sitios bajo la condiciéon » > 1 (seleccién po-
sitiva), con los modelos M2/M3/M8 que si lo permiten; cada
andlisis fue repetido tres veces con diferentes valores iniciales
o, para evitar problemas de éptimos locales. Las compara-
ciones, se desarrollaron usando una distribucién XZ, bajo las
indicaciones de Delgado et al. (2011) y las instrucciones de
los desarrolladores de PAML 4.5. Todos los sitios con valo-
res ® > 1 se consideraron bajo seleccién positiva. El mismo
procedimiento, se llevé a cabo para cada subgrupo de genes
correspondientes a regiones geogréficas especificas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis filogenético y poblacional de los genes alpA,
alpB y HorB de H. pylori: La reconstruccioén filogenética de
los genes alpA, alpB y HorB replica, de manera relativamente
fiel, la filogenia aceptada para H. pylori (Suzuki et al. 2012),
logrando agrupar las cepas segin origen geogdrafico, con
valores bootstrap significativos. En los arboles, se observan
multiples eventos de duplicacién (flechas) de genes, que die-
ron origen a los representantes modernos, con una mayor
acumulacién de cambios sinénimos que de cambios no si-
nénimos (alpApS = 0,081 y pN = 0,0031, alpBpS =0.1007
y pN = 0,0283, HorBpS= 0.0890 y pN= 0,0082), por lo que
se puede sugerir que estas adhesinas siguen un modelo de
evoluciéon de nacimiento y muerte de genes, mediado por
procesos de seleccién purificadora (Figura 1).

Los resultados de la prueba Tajima (D) son negativos para
los tres genes, indicando una expansién poblacional con
una baja frecuencia de polimorfismo, similar a lo que sucede
después de eventos selectivos, como cuellos de botella y que
es concordante con procesos de seleccién purificadora, lo
cual, fue identificado con la prueba Z, que confirmé estos
datos (Tabla 1).
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Figura 1. Arboles filogenéticos desarrollados para alpA, alpB y HorB con la herramienta PhyML 3.4.1, con 42 secuencias
representantes de genomas secuenciados de cepas de diferentes origenes geogréficos, de la siguiente manera: América:
Cuz20, v225d y Shi70; Asia: F16, 35A y 51; Africa: Gambia94/24; SouthAfrica7 y J99 y Europa: P12, G27 y 26695. Se apli-
caron los modelos evolutivos GTR+G+1y HKY85, con 1000 repeticiones bootstrap. Se muestran valores bootstrap mayores

a 50% y arboles consenso.

Bajo este modelo evolutivo, se eliminan alelos deletéreos
con efectos negativos para el “fitness” de las poblaciones del
patégeno, lo que genera un espacio selectivo para la fijacion
de mutaciones benéficas. De esta manera, se podria sugerir
que la capacidad de adherencia a la célula hospedera por
parte de H. pylori, mediada por los genes alpA, alpB y HorB,
esté bajo un constante proceso de adaptacién y de mejora-
miento, en relacién con su hospedero.

Recientemente, se identificaron marcadas diferencias fun-
cionales entre cepas del este y del oeste de H. pylori con res-
pecto a la activaciéon de senales proinflamatorias en la célula
hospedera, mediadas por el locus AlpAB (Lu et al. 2007), lo
que sugiere la existencia de eventos selectivos variables entre
cepas de diferentes regiones del globo. Los resultados de los
anélisis de permutacién permitieron detectar diferencias sig-
nificativas para alpA entre las poblaciones de América-Europa
(FsT 0, 51395) y de Europa-Asia (FsT 0,46030); ademaés,
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Tablal. Propiedades evolutivas poblacionales de los genes alpA, alpB y HorB. La prueba Tajima, se desarrollé a partir de 42
secuencias de ADN. Todas las posiciones con gaps y datos perdidos fueron eliminadas.

Prueba Parametros
Tajima M S Ps (C] n D
alpA 14 241 0,157208 0,049434 0,045705 -0,340035
alpB 14 277 0,181046 0,056930 0,052302 -0,366789
HorB 14 104 0,120790 0,037983 0,033222 -0,559505
Z-test N/Stat Pos/Stat Pur/Stat
alpA 0,000/-7,016 | 1,000/-7,026 | 0,000/6,999
alpB 0,000/-8,787 | 1,000/-8,920 | 0,000/9,106
HorB 0,000/-8,098 | 1,000/-7,956 | 0,000/8,103

m=numero de secuencias, S=numero de sitios segregantes, ps=S/m, ®=ps/al, m=diversidad nucleotidica,
y D es el estadistico de Tajima. La prueba Z se desarrollo en promedio.

también se reporta, por primera vez, una diferencia signifi-
cativa para el gen alpB, entre las poblaciones de América-
Europa (FsT 0,43711) (Tabla 2A).

Con el anélisis de los genes con la prueba de McDonald y
Kreitman, se logré identificar, por primera vez, que las di-

Tabla 2. Pardmetros evolutivos y poblacionales de los genes

ferencias observadas por el test de permutacién entre las
poblaciones de América-Europa y de Europa-Asia para alpA
y entre las poblaciones de América-Europa para alpB han
ocurrido por eventos de seleccion direccional o seleccion
positiva (Tabla 2B).

alpA, alpB y horB. A) Prueba de diferenciaciéon genética y per-

mutacién. B) Prueba de McDonald y Kreitman. RM: prueba de recombinacion.

A. B.
Gene/Origen FsT | RM | Valor (P>0,05) Gene Fijos | Polimérficos Indice de
geografico diversidad
alpA 54 0,0001 AlpA
Africa-América 0,28669 América- 12 73 0,395/alpha(0,605)
Africa-Europa 0,04535 Europa
Africa-Asia 0,26891 20 48 0,281/alpha(0,719)
América-Europa 0,51395% Europa-Asia 9 82
América-Asia 0,23272 16 41
Europa-Asia 0,46030* AlpB
alpB 67 0,0001 América- 8 83 0,263/alpha(0,737)
Africa-América 0,32362 Europa 15 41
Africa-Europa 0,17963
Africa-Asia 0,19328
América-Europa 0,43711%*
América-Asia 0,15020
Europa-Asia 0,23524
HorB 23 0,0001
Africa-América 0,10811
Africa-Europa 0,04808
Africa-Asia 0,08525
América-Europa 0,32927
América-Asia 0,23793
Europa-Asia 0,11223
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Eventos de seleccién positiva: Panorama mundial y por
linajes regionales: Los modelos selectivos M2 y M3 lograron
detectar sitios bajo seleccién positiva; sin embargo, su poder
predictivo se afecta en casos de recombinacion, proceso que
es muy comun en H. pylori y que ocurre en los tres genes
estudiados en el presente estudio (Tabla 1). Por este motivo,

se empled el modelo M8, cuyo valor predictivo no se afecta
por recombinacién (Yang, 2007). Es importante aclarar que
solamente se muestran los residuos bajo seleccién positiva
identificados por el modelo, que mejor explica la evolucién
de las secuencias, después de aplicar la prueba LRT (Likeli-
hood Radio Test) (Tabla 3).

Tabla 3. Prueba LRT (Likelihood test radio) realizada bajo los parametros de Yang et al. (2002) y Yang et al. (2000), para los
genes alpA, alpB y horB. GL: grados de libertad. LRT: estadistico de prueba. MS: modelo seleccionado.

Gene Modelos GL LRT (p>0.05) MS

alpA

Yang et al. (2000) MO-M2 2 537,9 0,0001 M3
M1-M2 2 132,0 0,0001 M8
MO-M3 4 545,7 0,0001
M1-M3 4 139,8 0,0001
M2-M3 2 7,74 0,02
M7-M8 2 132,3 0,0001

Yang et al. (2002) MO-M2 2 567,9 0,0001 M3
M1-M2 2 136,6 0,0001 M8
MO-M3 4 577,9 0,0001
M1-M3 4 146,6 0,0001
M2-M3 2 10,0 0,0001
M7-M8 2 135,7 0,0001

alpB

Yang et al. (2000) MO-M2 2 527,8 0,0001 M3
M1-M2 2 73,7 0,0001 M8
MO-M3 4 535,3 0,0001
M1-M3 4 81,2 0,0001
M2-M3 2 7,5 0,02
M7-M8 2 74,2 0,0001

Yang et al. (2002) MO-M2 2 579,8 0,0001 M3
M1-M2 2 79,7 0,0001 M8
MO-M3 4 594,0 0,0001
M1-M3 4 93,9 0,0001
M2-M3 2 14,2 8,1E-4
M7-M8 2 81,2 0,0001

HorB

Yang et al. (2000) MO-M2 2 432,6 0,0001 M1
M1-M2 2 3,88 0,14 M8
MO-M3 4 434,72 0,0001
M1-M3 4 5,96 0,20
M2-M3 2 2,08 0,35
M7-M8 2 8,36 0,01

Yang et al. (2002) MO-M2 2 113,5 0,0001 M3
M1-M2 2 16,9 2,1E-4 M8
MO-M3 4 106,6 0,0001
M1-M3 4 10,0 0,04
M2-M3 2 6,88 0,03
M7-M8 2 25,4 3,0E-6
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A nivel poblacional, los anélisis realizados con la herramienta
PAML indican que el 9,51% del gen alpA, el 8,5% del gen
alpB y el 5% del gen estan bajo seleccién positiva, lo cual,
es significativo si se comparan con los estudios realizados
para la regiéon 3~ del gen cag con solamente un 6,95% o de
la regién central de babA, con un 9,4% (Masako et al. 2007);
esto sugiere que un porcentaje significativo de las proteinas
estén siendo seleccionadas en las poblaciones estudiadas.

Hace poco tiempo, se determiné que la laminina es el li-
gando para las adhesinas AlpAB; sin embargo, esta proteina
es de expresion constitutiva en el humano y, a diferencia de
otras adhesinas, como BabA que tiene un receptor de expre-
sion inducible, la interaccion receptor ligando puede no ser

la causa directa del tipo de seleccién natural (seleccion posi-
tiva), operante sobre el locus. Recientemente, se ha identifi-
cado que las proteinas AlpA, AlpB y HorB son inmunodomi-
nantes y quizés es uno de los factores que esté produciendo
la carrera adaptativa entre H. pylori y su hospedero.

Estos resultados son inquietantes, debido a que sugieren
que estas tres adhesinas tienden a ser mega diversas a ni-
vel poblacional y, ademas, estdn bajo constante seleccién
positiva, lo que, probablemente, genere fenotipos adhesivos
mas virulentos y especializados, connotando un nuevo papel
de la adhesion en la diferenciacién local o regional de cepas
(Tabla 4).

Tabla 4. Deteccién de sitios bajo seleccién positiva a nivel poblacional para los genes alpA, alpB y horB. NEB

(sitios con * = P > 95%. Sitios con ** = P > 99%).

Ge . ore . . o
Prot;’ﬁla -InL Modelos Parametros Sitios bajo seleccién positiva
alpA 4459,36 M3 | p0=0,870w0= 0,017 NEB: 6R**, 47T** 49R** 94E** 98G*, 108Q**, 113N**,
Yang et al. (2000) 3 3 123G*, 124S**, 1258%* 126S**, 128T*, 144T**, 147V+*,
g p1=0,108 wi= 1,688 160D*, 176G**, 190N**, 191G**, 192T** 193S**,
p2=0,021 w2= 11,741 198Q**, 199N**, 202T*, 205T**, 206Q**, 213D**,
216T*, 252A%* 266L**, 272T+* 273K**, 275T+* 280A**,
281V#* 283S*#, 2851%* 287P** 294N** 205T** 2085+
301P**, 307A%*, 315T*, 322R**, 337A%**, 341L%*, 348]**,
A24F** | 462N**
4465,52 M8 | p= 0,012 g= 0,083 NEB:94E*, 108Q**, 125S**, 198Q**, 205T**, 206Q%*,
266L%**, 287P** 337A**, 341L**
w= 8,81039 ’ ’ ’
BEB: 94E**, 108Q**, 125S**, 198Q**, 205T**, 206Q**,
266L**, 287P** 294N*, 337A**, 341L**, 348I]*
alpA 4710,62 M3 | p0=0,859w0 = 0,020 NEB: 11R**, B2T#** B4R** Q9E** 103G*, 113Q**,
Yang et al. (2002) 0116wl — 1.882 118N**, 128G*, 1298%*, 130S**, 131S**, 135T*, 151T*,
p1=0116wl =1, 154V#*, 167D*, 83G**, 1965**, 2065**, 207N**, 208G**,
p2=0,023 w2= 11,26 211T#**, 2128**, 217Q**, 218N¥*, 221T%*, 224T**,
225Q#*, 232D, 235T*, 271A**, 285L%*, 291T** 292K*,
294T*, 299A** 300V**, 302S**, 304G**, 3051**, 307P**,
317N** 318T**, 321S**, 324P** 330A**, 338T*, 345R**,
360A%*, 364L**, 3711**, 447F** 485N**
4717,12 M8 | p= 0,005 g= 0,020 NEB: 99E*, 113Q**, 130S**, 217Q**, 224T**, 225Q%,
285L%*, 307P**, 360A**, 364L**
w= 8,656
BEB: 99E**, 113Q**, 130S**, 206S**, 217Q**, 224T**,
225Q**, 285L**, 304G*, 307P**, 317N*, 360A**, 364L**,
3711*
alpA 4715,63 Seleccién | p0=0,814 wO= 0,003 NEB:99E**, 113Q%**, 130S**, 217Q**, 224T**, 225Q%*,
Yang, (1998) positivaNS- _ _ 285L** 307P**, 360A**, 364L**
Yang et al. (2002) sites = 2 | P1=0,150 w1= 1,000
Yang et al. (2005) p2=0,034 w2= 8,102 BEB:9OE**, 113Q@%**, 130S** 217Q**, 224T** 225Q%,
Zhang et al. (2005) 285L%*, 307P**, 360A**, 364L**
alpB 4843,95 M3 | p0=0,882 wO= 0,015 NEB: 23P**, 64N**, 711**, 1056S**, 106S**, 1071*, 108H%*,
120108 wi= 1.464 111G**, 112S**, 113S**, 114G**, 115A**, 117T*%*,
Yang et al. (2000) p1=b, wi=14 120T*, 121S*%*, 122S**, 123P**, 130A**, 134N*, 137S**,
p2=0,008 w2= 12,56 143G**, 145Q**, 1461**, 147K**, 148N**, 160A**,
168E**, 177T** 196N**, 199Q**, 200A**, 204G*,
2131%*, 2191*, 226D**, 227S**, 231T**, 267D**, 269Q**,
297A%* 298R** 314T** 428R**, 448L**
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Continuacién tabla 4

Ge . ore . .. -
r}/ -InL Modelos Parametros Sitios bajo seleccion positiva
Proteina
4848,91 M8 | p= 0,006 g= 0,038 NEB: 113S*%, 1228**, 130A%, 160A**
w=9,388 BEB: 1125*%, 1138, 114G*, 115A% 117T* 1228%,
130A%*, 160A**, 231T**, 269Q*
alpB 5131,93 M3 | p0=0,877 wO= 0,018 NEB: 38P**, 79N** 86l** 120S** 121S** 124I%
Yang et al. (2002) o 18 125H*, 128G*, 129A%*, 135S**, 136G**, 137S**, 1385%*,
p1=0,117wl=1,814 139G**, 140A%*, 142T*¥, 145A%* 151T*, 154S%*, 1558#%,
p2=0,004w2= 32,31 156P*, 163A**, 167N*, 170S**, 176G**, 178Q**, 179**,
180K**, 181N** 193A%* 201E**, 210T**, 229N**,
232Q**, 233A%* 237G* 246l%* 250D**  260S%*,
264T**, 300D**, 302Q**, 330A** 331R** 347T**
461R**, 481L**
5141,65 M8 | p= 0,010 g= 0,068 NEB: 1385**, 145A%, 155S%*, 163A%*, 193A%**
w= 8,733 BEB: 129A*, 137S**, 138S** 139G*, 140A* 145A**
1558%*, 163A%**, 193A** 264T** 302Q*
alpB 5139,04 Seleccién | p0=0,846 wO= 0,007 NEB: 1385**, 145A%, 155S**, 163A%*, 193A%**
Yang (1998); positivaNS- _ _ ) " .
Yang et al. (2002); sites = 2 p1=0,142 wl1= 1,000 BEB: 138S**, 145A%*, 1555%* 163A%*, 193A%*, 264T*
Yang et al. (2005); p2=0,011 w2= 9,624
Zhang et al.(2005)
HorB 2224,79 M1 | p0=0,968 wO= 0,010 84S, 192V, 213E, 266V, 269K
Y: t al. (2000
ang et al. (2000) p1=0,031 wl= 1,000
2219,85 M8 | p= 1,393 q= 99,000 NEB:84S**, 126S*, 192V**, 213E**, 266V**, 269K**
BEB: 192V**
w= 2,310
HorB 2223,87 M3 | p0=0,439 wO= 0,013 NEB: 85S**, 127S%, 193V 214E**, 267V** 270K**
Y: 1. (2002
ang et al. (2002) p1=0,535 wl= 0,013
p2=0,024 w2= 2,289
2223,90 M8 | p= 1,393 g= 99,000 NEB:85S**, 127S%, 193V#*,
214E%* 267V**, 270K**
w= 2,310 , 267V¥, 270
BEB:193V#*
HorB 2220,39 Seleccién | p0=0,968 wO= 0,011 NEB: 193V#*
Yang (1998); positivaNS- _ _ )
Yang et al. (2002); sites — 2 | P1=0,027 w1= 1,000 BEB: 193V**
Yang et al. (2005); p2=0,003 w2= 9,890
Zhang et al. (2005)

Seguidamente, los andlisis de seleccién positiva realizados
sobre las diferentes regiones geogréficas del gen alpA, indi-
can que cada una presenta su propia linea evolutiva con mul-
tiples sitios bajo seleccién positiva, lo cual, sugiere y afianza
los resultados arriba descritos de que los procesos selectivos
son altamente locales y especializados para con esta enzi-
ma, constituyéndose quizds no solamente como un nuevo
indicador de la virulencia, sino también, como un marcador
diferenciador de cepas, a nivel local para las regiones.

Para el gen alpB, no se detectaron eventos selectivos para
los representantes del linaje africano, pero si se identificaron
residuos bajo seleccién positiva para los linajes americano,
asiatico y europeo, respectivamente. Los eventos selectivos
son particularmente intensos para el linaje asiatico, mostran-

do muiltiples sitios bajo seleccion positiva, lo que quizés se
pueda correlacionar con las prevalencias de cancer gastrico,
halladas en la regién. Finalmente, cabe mencionar que aun-
que se identificaron Unicamente tres residuos bajo seleccién
en los linajes africanos y asiéticos para el gen horB, éste es
importante para el fitness de la especi, porque se constituye
en un blanco terapéutico ideal (Tabla 5).

Sintesis evolutiva de la adhesiéon mediada por el locus Al-
pAB y HorB: El modo de evolucién bajo seleccién purifica-
dora purga fenotipos deletéreos en términos de la adhesion
a la célula hospedera y, por ende, deja un nicho disponible
para aquellos fenotipos con mejor capacidad de reconoci-
miento del hospedero. En el presente estudio, se sugiere
que se pueden estar generando variantes locales del pat6-
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Tabla 5.Deteccion de sitios bajo seleccién positiva a nivel regional para los genes alpA, alpB 'y horB. NEB (sitios con * = P
> 95%. Sitios con ** = P > 99%).

Gen/Proteina -InL Modelos Pardmetros Sitios bajo seleccién positiva
alpA
Africa 2812,58 M2 | p0=0,959 w0= 0,108 NEB: 94E*, 108Q**, 1911*, 193K**, 196G**, 205Q**,
212T*, 273L*, 302N*, 303T*, 470N**
p1=0,000 wl= 1,000
p2=0,040 w2= 10,912 BEB: 108Q**, 193K*
2812,59 M8 | p= 12,092 q= 99,000 NEB: 108Q**, 191I*, 193K**, 196G**, 205Q* 212T%,
273L*, 302N*, 303T*, 470N**
w= 10,937
BEB: 108Q**, 193K*, 196G*, 205Q%*, 212T*, 273L*, 303T*,
470N*
América 2373,98 M2 | p0=0,990 wO= 0,430 NEB: 208Q**, 209Q**, 2693
p1=0,000 wl= 1,000 BEB: 208Q*, 209Q*
p2=0,009w2= 250,80
2373,98 M8 | p= 69,954 q= 92,629 NEB: 208Q**, 209Q**, 2693
w=250,873 BEB: 208Q*, 209Q*
Asia 2675,44 M2 | p0=0,751 wO= 0,000 NEB: 199S**, 288S*
p1=0,241 wl= 1,000 BEB: 199S%**, 288S**
p2=0,006 w2= 20,505
2675,72 M8 | p= 0,005 q= 0,019 NEB: 199S**, 288S*
w= 8,868 BEB: 199S%**, 288S**
Europa 2554,40 M2 | p0=0,880 wO= 0,000 NEB: 113S**, 125T*, 126S*, 288D**
p1=0,104 w1l= 1,000 BEB: 113S**, 125T%*, 126S**, 208Q*, 269A*, 288D**
p2=0,014 w2= 29,337
2554,41 M8 | p= 0,011 g= 0,091 NEB: 113S**, 125T*, 126S*, 288D**
w= 27,665 BEB: 113S**, 125T%, 126S** 192R*, 208Q*, 269A%,
288D**
alpB
América 2358,51 M2 | p0=0,871 wO= 0,000 NEB: 106S*, 111G*, 112A*, 164Q*, 172E*
p1=0,036 wl= 1,000 BEB: Estadisticamente no significativos.
p2=0,092 w2= 4,233
2358,51 M8 | p= 0,005 q= 1,995 NEB: 69T**, 72N** 106S**, 111G**, 112A**, 113S**,
114G**, 115T**, 116T**, 124N** 164Q**, 172E**,
w= 3,839 181T**, 202N**, 204G**, 207N**, 231G**, 270N**,
301A**, 304S**, 328P**, 440R**
BEB: Estadisticamente no significativos.
Asia 2811,84 M2 | p0=0,869 wO= 0,000 NEB: 38P**, 79N** 120S**, 121S** 123T** 130S**,
132G**, 133S**, 134A**, 136T**, 139A** 140S**,
p1=0,000 wl= 1,000 1418**,  1428**  143P** 150T**, 157G**, 163S**,
165N** 1661**, 167S**, 168K**, 191T**, 197A**, 216H**,
p2=0,130 w2= 2,292 220A%* 224G** 233V** 235K** 239[%* 246D** 247S**
271D%*, 289Q**, 318R**, 334T**, 468L**, 495]**, 513F**
BEB: 142S*
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Continuacién tabla 5

2811,84 M8 | p= 0,005 g= 2,933 NEB: 38P*#, 79N#** 120S**, 121S**, 123T**, 130S**,
132G**, 133S**, 134A**, 136T**, 139A**, 140S**,
w= 2,292 141S**, 142S**, 143P**, 150T**, 157G**, 163S**,

165N**, 1661**, 167S**, 168K**, 191T**, 197A**, 216H**,
220A%*, 224G**, 233V**, 235K**, 2301**, 246D**, 247S**
271D**, 289Q**, 318R**, 334T**, 468L**, 4951**, 513F**

BEB: 132G*, 142S**

Europa 2589,21 M8 | p= 8,313 g= 99,000 NEB: 120G**, 127A%*, 129G**, 131G*, 135A*
w= 4,424 BEB: 120G*, 129G*
HorB
Africa 1444,96 M8 | p= 0,005 g= 0,092 NEB: 84S*
w= 22,187 BEB: 84S*, 192V*
Asia 1375,96 M2 | p0=0,965 w0= 0,016 NEB: 192V**
p1=0,030 wl= 1,000 BEB: no se detectaron sitios.

p2=0,003 w2= 29,746

1375,89 M8 | p= 0,012 g= 0,241 NEB: 192V#*
w= 29,518 BEB: 192V*
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RESUMEN

Con el objetivo de generar un perfil preliminar dermatoglifi-
co y somatotipico que sirva para la selecciéon de talentos en
el atletismo, en modalidades de velocidad, se evaluaron los
atletas de la seleccién Colombia, participante en los Juegos
Panamericanos de Guadalajara, en el 2011. El estudio fue
descriptivo de corte transversal y la recoleccién de datos, se
llevé acabo previa firma del consentimiento informado. La
metodologia utilizada para la colecta de dermatoglifos fue
CUMMINS & MIDLO (1963), la edad de la muestra en damas
(n = 5) fue de 23+1,4 y en varones (n = 3) de 22,3*+2,5; la
estatura, respectivamente, estuvo entre 1,72 = 0,09y 1,76
+ 0,05; la masa corporal en mujeres fue de 63,3 + 3,34y en
hombres de 74,8 = 7,35. En cuanto a las variables derma-
toglificas y somatotipicas, los resultados en damas fueron:
Arco: 0, Presilla: 7,8 = 2,17, Verticilo: 2,2 = 2,17, D10: 12,2
+ 2,17, SCTL: 130,4 = 36,1, Ectomorfismo: 3,04 + 1,43,
Mesomorfismo: 3,1 = 1,6 y Endomorfismo: 3,25 = 0,59; los
varones arrojaron los siguientes datos: Arco: 0,67 =+ 1, Presi-
lla: 6,7 = 1,15, Verticilo: 3 = 1,15, D10: 12 = 2, SCTL: 123
+ 19,1, Ectomorfismo: 2,05 = 0,25, Mesomorfismo: 4,09
1,01 y Endomorfismo: 2,66 = 1,28. Se aprecia que los
valores més destacados en dermatoglifia son la predominan-
cia de dibujos Presilla, ausencia de Arcos y un D10 y SCTL
medio; el somatotipo que prevalece en los atletas varones

+

es el mesomorfo y en damas se aprecia una similitud de los
tres estadios.

Palabras clave: Huellas, genética, talento, corredores, antro-
pometria.

SUMMARY

In order to generate a preliminary profile somatotypic and
dermatoglyphic to serving for the selection of talent in athletics,
speed modes, athletes were evaluated Colombia participant
selection in the Pan American Games in Guadalajara in 2011,
the study was descriptive cross-sectional data collection took
place after signing informed consent. The methodology
used for the collection of dermatoglyphics was, the age of
the sample in women (n = 5) was 23 = 1,4 and in males (n
= 3) of 22,3 * 2,5, respectively height was at 1,72 = 0,09
and 1,76 = 0,05, body mass in women was 63,3 *= 3,34
and 74,8 + 7,35 men, in terms of dermatoglyphic variables
and outcomes somatotypics ladies were: Arco: O, Loop: 7,8
+ 2,17, whorl: 2,2 = 2,17, D10: 12,2 = 2,17, SCTL: 130,4
+ 36,1, ectomorphism: 3,04 = 1,43, mesomorphism: 3,1
+ 1,6 and endomorphism: 3,25 + 0,59; males showed the
following data: Arco: 0,67 = 1, Clip: 6,7 = 1,15, whorl: 3 =
1,15, D10: 12 = 2, SCTL: 123 = 19,1, ectomorphism: 2,05
+ 0,25, mesomorphism: 4,09 = 1,01 and endomorphism:
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2,66 = 1,28. It is seen that the values are more prominent in
the predominance of dermatoglyphics Presilla drawings, no
arches, and a D10 and SCTL medium; somatotype prevalent
in male athletes is the mesomorph, and ladies can see a
similarity of the three stages.

Key words: Footprints, genetics, talent, sprinters, antropo-
metry.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha prestado mucha atencién al
tema de seleccién y de orientacién de talentos. Diferentes
paises han realizado estudios e inversiones para el desarrollo
de estos procesos, buscando nifios superdotados y talento-
sos que, por sus habilidades extraordinarias, sean capaces
de altas realizaciones, teniendo un potencial de habilidad en
alguna &rea (Marland, 1972).

El talento deportivo esté definido como aquel que posee un
individuo en determinado momento de la evolucién, capaz
de combinar las capacidades motoras y psicoldgicas y que,
ademas, posee unas estructuras anatémicas y fisiolégicas
que, en conjunto, le dan la posibilidad y el potencial para el
logro de altos resultados deportivos, en una practica concre-
ta (Zatsiorski, 1989; Hahn, 1988; Garcia Manso, 2003).

En el deporte existen variables a tener en cuenta a la hora de
seleccionar un posible talento; la herencia cumple un papel
vital en el desarrollo sicomotriz y la condicién fisica (Ruiz &
Séanchez, 1997); a su vez, el medio ambiente y la estimula-
cién influyen sobre el desarrollo de las personas.

En el proceso de la deteccién de talentos es necesario
la intervencién de un grupo multidisciplinario, que se
encargue de una valoracién lo méas completa posible; estos
seran encargados de la aplicacién de pruebas, las cuales,
determinaran el potencial del individuo para la préactica
deportiva (Martinez et al. 2012). Estas metodologias y
areas se pueden resumir en lo que se ha denominado
Caracterizacion (Grosser et al. 1990; Agudelo, 2012; Dantas,
2012) y que contiene evaluaciones en las diferentes ciencias
aplicadas al deporte.

En los Ultimos tiempos, se han generado alternativas para
la seleccion de talentos en deporte, una de estas tiene que
ver con la parte genética, siendo de vital importancia, dado
que ofrece informacién sobre las posibilidades funcionales
del sujeto (Rover & Nodari Junior, 2012), con el estudio deta-
llado del fenotipo (conjunto de caracteres), genotipo (cons-
titucién genética) y la relacion que estos establecen con el
medio (Martinez et al. 2012).

La funcién principal de los genes es proporcionar la infor-

macién codificada para la sintesis de las clases de proteinas
(contractiles, de transporte, enzimaticas, inmunes, hormo-
nales, citoesqueléticas, entre otras), base vital en el proceso
adaptativo (Bouchard, 2007).

Componentes como la talla y el peso pueden ser pronosti-
cados, a través de las mediciones de los padres, donde exis-
ten altas correlaciones estadisticas para dichos pronésticos;
factores como la estatura y la resistencia son aportados en
mayor porcentaje por la madre y la fuerza y velocidad por el
padre, permitiendo, de alguna manera, establecer cierta pre-
disposicién para la practica deportiva (Leiva, 2010).

Los parémetros investigados permiten tener una base cien-
tifica para la seleccion de los posibles talentos que puedan
realizar trabajos y entrenamientos muy especificos en el
campo del deporte y, de esta manera, identificar poblaciones
y sectores que tienen mas capacidades frente a la realizacién
de ciertas actividades, estableciendo sus aspectos débiles y
fuertes, en funcién del componente fisico, lo cual, ayudaré en
el proceso de planificacién del entrenamiento deportivo, po-
tencializando los aspectos genéticamente predispuestos y de-
sarrollando los limitados por los genes (Martinez et al. 2012).

Ademaés de las pruebas y los estudios realizados, se esta
desarrollando una nueva herramienta para la deteccién de
talentos en el deporte. Se trata de la dermatoglifia, el es-
tudio de las impresiones o reproducciones de los dibujos
formados por las crestas en los pulpejos dactilares de las
manos (complejo palmar), dedos (tercera falange) y plantas
de los pies (Nishioka et al. 2007), comprendiéndose como
un marcador genético, por su asociacién con las cualidades
fisicas basicas y tipologia de fibras musculares (Ferrao et al.
2004). La identificacion papilar, se basa en que los dibujos
formados por las crestas digitales, palmares y plantares, for-
madas entre el tercer (3) al sexto (6) mes de vida intrauterina
(Chakraborty, 1991) son perennes, inmutables e infinitamen-
te diversas constituyéndose en un marcador genético (Anton
& de Luis, 2004; Dantas, 2012).

Las impresiones dactilares, se dividen segin su dibujo en
tres grandes grupos arcos, presillas y verticilos (Figura 1).
Los dibujos dactilares pueden ser divididos en subgrupos,
con base a diferencias menores que existen entre ellos.

Estudios adelantados por Abramova et al. (2003) permiten
establecer que en deportes ciclicos de velocidad a la fuerza,
se asocia con los dibujos dactilares arcos y presilla y menor
numero de crestas. De otro lado, los dibujos dactilares mas
complejos y con el mayor nimero de crestas son propios
de aquellos deportes con altas exigencias coordinativas. Una
posicién intermedia en relacién con la complejidad de los
dibujos dactilares y el nimero de crestas es propia de los
deportes orientados a la resistencia.
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Arco

Se clasifica con la letra A, es el primer tipo del sistema, esté formado por
lineas papilares mas o menos paralelas a la base del pliegue de flexién de
la tercera falange, que atraviesan el dactilograma de un extremo a otro y
carece de deltas, lineas directrices y nucleo.

Presilla

Se clasifican con la letra L, estd formada por un delta que se encuentra
ubicado a la derecha del observador y sus lineas directrices que envuelven
a las nucleares se dirigen hacia la izquierda.

Verticilo
Se clasifica con la letra V, es el altimo tipo del sistema, esta formado por
dos deltas, uno a la derecha y el otro a la izquierda y sus lineas directrices

circunscriben al nacleo en diferentes formas.

Figura 1. Impresiones dactilares, segtn su dibujo arcos, presillas y verticilos (Tomado de Guzmaén, 2003; Fonseca et al. 2008;
Martinez et al. 2012; Abramova et al. 1996; Nishioka et al. 2007; Joao & Fernandes Filho, 2002).

El pronéstico del fenotipo, con base en las manifestaciones
del genotipo, conforma la primera posibilidad de modificar
la vida de las personas. Cuando se inicia el proceso de selec-
cién y de orientacién a tempranas edades, la genética ofrece
informacion valedera, acertada y confiable, que permite a los
individuos disponer adecuadamente las habilidades, las ca-
pacidades y la predisposicién que tiene para la realizacién de
una actividad determinada.

Actualmente, la seleccién deportiva se basa en parametros
morfofuncionales, volitivos y técnicos propios de la ontogé-
nesis: complexiéon corporal, estado psicolégico, cualidades
fisicas, cambios durante los procesos de crecimiento y ma-
duracion biolégica (Leiva, 2010). Las investigaciones sobre
los criterios genéticos relacionados con las cualidades fisi-
cas, generalmente, son de poca aplicaciéon practica, dado
gue son en su mayoria invasivos y de dificil consecucion.

El somatotipo es una descripcién semi — cuantitativa de la
forma relativa actual de la composicién corporal, la cual,

se expresa en tres (3) valores numéricos, representando el
componente fisico: Endomorfia, Mesomorfia y Ectomorfia
(Carter & Heath, 1990), siendo este utilizado, entre otras,
para describir y comparar los atletas en los diferentes niveles
de preparacién, puntualizar los cambios fisicos durante el
crecimiento y comparar la forma relativa de hombres y de
mujeres (Carvalho et al. 2005), por ende, es uno de los mé-
todos de caracterizacién deportiva.

Las condiciones fisicas reflejan las posibilidades motoras del
individuo, determinadas genéticamente y por la oscilacion
de las diferencias ontogénicas, las cuales, se manifiestan cla-
ramente en el entrenamiento de alto nivel (Leiva, 2010).

El atletismo es uno de los deportes en los que la predispo-
sicién genética cumple un papel fundamental a la hora de
seleccionar los talentos y el entrenamiento cada vez es més
exigente y las marcas mas dificiles de superar; sin embargo,
continua en ascenso y sigue siendo uno de los deportes que
maés medallas y espectaculo brinda al publico. Se divide en
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pruebas de pista y de campo (Silva, 2002); esté clasificado
dentro de los deportes de tiempo y marca; en la pista estan
contempladas las pruebas de velocidad o sprints, donde se
recorren distancias entre los 100 y los 200 m, en masculino
y femenino; en estas la salida es baja, con el apoyo de unos
tacos, que rompen la inercia y permiten que el atleta tenga
un inicio potente (Casanovas, 2000).

En los ultimos anos, Colombia ha tenido un gran avance
en las pruebas de velocidad, logrando figuraciones en los
diferentes eventos internacionales. Dado este progreso de
los atletas colombianos, se hace necesario identificar las
caracteristicas dermatoglificas y somatotipicas, que permi-
tan definir caracteristicas predominantes en la velocidad en
ambos géneros, con el fin de detectar talentos para dicha
modalidad.

MATERIALES Y METODOS

El estudio, se disend teniendo en cuenta las reglas de inves-
tigacién en seres humanos o con muestras de origen huma-
no (Resolucion N° 008430 de 1993, Resoluciéon No. 01 de
2008. Ministerio de Salud).

Muestra: La muestra estuvo constituida por los participantes
en los Juegos Panamericanos Guadalajara 2011 en atletis-
mo, tanto en la rama masculina (n = 3) como femenina (n
= 5), en las pruebas de velocidad.

Protocolos: Para verificar las caracteristicas dermatoglificas
fue utilizado el método de Cummins & Midlo (1963); la re-
coleccién de impresiones digitales, se realizé cubriendo de
tinta las falanges distales, haciendo una rodada uniforme en
las planillas disehadas para este proceso.

Una vez realizado el dibujo dactilar, ser clasificado y haber
realizado el conteo de crestas, se logré determinar la pre-
disposicién del sujeto para la realizacién de un deporte, en
especial, aplicando la siguiente férmula, establecida por
Cummins & Midlo (1963), analizando variables cualitativas
(disenos) y cuantitativas (SQTL, D10):

a) Los disenos de las falanges distales de las manos (Arcos,
Presillas y Verticilos). Cantidad de disenos en los dedos de
las manos derecha e izquierda Complejidad en los dise-
fios de los diez dedos de las manos (D10), calculada por
la ecuacién:

D10= DL + 2>5W

Dénde: Arcos (A) O puntos, por ello no aparecen en la ecua-
cién; Presillas (L) 1 punto; Verticilos (W) 2 puntos

b) Cantidad de lineas. Se cuenta cada cresta que cruza o
toca la linea imaginaria (Linea de Galton), trazada desde

el delta hasta el nicleo, sin incluir la cuenta del delta o
del nacleo; con base a la cantidad de lineas de todos los
dedos de las manos, se calcula SCTL, que es la sumatoria
de la cantidad de lineas (Dantas, 2012; Castanhede et al.
2003).

La valoracién del somatotipo fue obtenida, a través de la
técnica utilizada para medida de los pliegues cuténeos, de
las circunferencias y de los di@metros 6seos, segun las reco-
mendaciones del método de Carter & Heath (1990).

Para la determinacién de las medidas que componen el so-
matotipo fueron tenidos en cuenta los pliegues cuténeos:
subescapular, tricipital, suprailiaco, abdominal, muslo y pier-
na; utilizando el calibrador de pliegues Lange, calibrado a
una presién de 0,2 mm, un rango de 90 mm y una gradua-
cion de 0,1. La medicién de didmetros 6seos: biestiloideo,
biepicondilo humeral (codo) y biepicondilo femoral (rodilla),
utilizando un antropémetro, con una longitud de escala de
0-2100 mm, para los perimetros del brazo y para la pantorri-
lla, una cinta métrica genérica. El peso corporal fue por me-
dio de una béscula digital, marca TANITA Ironman Modelo:
BC - 558 y la talla, con un estadiometro de pared marca.

Para las mediciones de adipometria, se usé el protocolo de
Carter (2002), siguiendo las indicaciones, identificando y
evaluando los pliegues tricipital, subescapular, suprailiaco,
abdominal, muslo, pierna. Todas las mediciones se tomaron
en el lado derecho y se esperaron dos segundos para tomar
el registro de la medicién.

Se determiné el % de grasa corporal con las siguientes ecua-
ciones.

Hombres % de Grasa = 6 PC x 1,051 + 2,59
Mujeres % de Grasa = 6 PC x 0,1548 + 3,58

En donde los perimetros se tratan de medidas lineales rea-
lizadas circunferencialmente a distintos segmentos corpora-
les, como Muslo, Pantorrilla, Antebrazo, Brazo, Cintura, Ca-
dera y Abdomen y los didmetros son las medidas corporales
tomadas en sentido horizontal, para las cuales, se utilizé6 un
antropémetro Swiss Made, con una longitud de escala de
0-2100mm. Los didmetros antropométricos fueron biestiloi-
deo, biepicondilar, del humero y biepicondilar, del fémur.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos recogidos durante el presente estudio, se mues-
tran en la tabla 1:

Al comparar los resultados entre el estudio realizado por
Dos Santos et al. (2007) con atletas de velocidad de Brasil
y los deportistas del presente estudio (Tabla 2), existen gran
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Tabla 1. Resultados estadisticos de las variables analizadas.

Mujeres (n = 5) Hombres (n = 3)
Media | Desviacion | Media | Desviacion
Edad 23 1,41 22,33 2,52
Estatura 1,72 0,09 1,76 0,05
Peso 63,36 3,34 74,8 7,35
% Grasa 13,4 0,89 8 2
Ectomorfia 3,04 1,43 2,053 0,25
Mesomorfia 3,1 1,60 4,09 1,01
Endomorfia 3,25 0,59 2,66 1,28
Arco 0 0,00 0,67 1
Presilha 7,8 2,17 6,7 1,15
Verticilo 2,2 2,17 3 1,15
D10 12,2 2,17 12 2
SQTL 130,4 36,15 123 19,16

similitud en los resultados obtenidos, en el proceso de
evaluacién de la dermatoglifia y del somatotipo, en cuanto
a los varones. Los dibujos dactilares Arco presentan una
marcada ausencia en la generalidad de deportistas; los
dibujos Presila son un 3% superiores en atletas colombianos;
los Verticilo son iguales en ambas muestras; en el D10, los
brasileros dominan un 7,7%; en el SQTL, se aprecia una
diferencia de 5,4% a favor de los atletas brasileros (menos
lineas), donde corroborado con la literatura (Abramova
et al. 1990), los predispone més a esfuerzos explosivos e
intensos. En las variables de somatotipo, la diferencia mas
marcada se encuentra en el ectomorfismo, siendo de 25,5%,
en la cual, los atletas brasileros son mas longilineos, en
cuanto al endomorfismo; la diferencia es de 12,1% y en
el mesomorfismo de 0,2%, siendo estas dos ultimas poco
significativas, pero sin dejarlas de lado, dado que pueden ser
determinantes en el deporte de altos logros.

En las damas, los Arcos no presentan ninguna diferencia (au-
sencia total), mientras en las Presilas, se aprecia una diferen-
cia de 2,5%, siendo las seleccionadas brasileras favorecidas

Tabla 2. Comparacién de las variables dermatoglificas y somatotipicas.

Hombres Brasil Hombres Colombia Mujeres Brasil Mujeres Colombia

N 14 3 5 5

Arco 0 0,67 0 0
Presila 6,5 6,7 8 7,8
Verticilo 3 3 2 2,2
D10 13 12 12 12,2
SQTL 130 123 105 130
Endo 2,33 2,65 2,61 3,25
Meso 4,1 4,09 4,25 3,1
Ecto 2,75 2,05 4,14 3,03

por esta heterogeneidad (mayor dibujos en estas); en los Ver-
ticilos, la desigualdad es de 9,1%, teniendo mayor cantidad
las colombianas; en el D10 es de 1,6%, siendo mas alto el de
las colombianas y el SQTL, es superior 19,2%, en favor de
las brasileras (menos lineas). En cuanto a las variables de la
composicién corporal, se presentan notables diferencias; en
el endomorfismo, la diferencia es de 19,7%, mesomorfismo
27,1% y en el ectomorfismo de 26,8%, siendo las brasileras
mé&s magras, musculosas y mas longilineas.

Los gréficos 1A y B son la normalizacién de los resultados
en ambos géneros, donde los limites se hallaron con las si-

guientes ecuaciones:

= (Dato - Min.) / (Max. - Min.)

Y, finalmente, se normalizan los limites:
Lim. Inf.= X - ((1,96 * S) / (n" (1/2))
Lim. Sup.= X+ ((1,96 * S) / (n " (1/2))

De la normalizacién y andlisis de los datos por individuo, se
genera la gréfica 1A: Mujeres y gréfica 1B: Hombres, que
permiten tener un panorama grupal sobre las condiciones de
somatotipo y dermatoglifia y establecer un modelo grafico
preliminar, para orientar el proceso en la seleccién de talen-
tos, para pruebas de velocidad.

Al comparar las gréficas obtenidas en el presente estudio
con los realizados por Castanhede et al. (2003) (Gréfica 2)
en futbol, Fonseca et al. (2008), en voleibol y Carvalho et
al. (2005), en atletismo de resistencia, se aprecia que en to-
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Gréfica 1. Radar con los valores normalizados: A. Damas; B. Hombres. MISQL= Mano Izquierda Sumatoria Lineas; MD-
SQL= Mano Derecha Sumatoria Lineas; SQTLI= Sumatoria Total Lineas Mano lzquierda; SQTLD= Sumatoria Total Lineas
Mano Derecha; SQTL= Sumatoria Cantidad Total de Lineas; L= Presilla; W= Verticilo; A= Arco; Ecto, Meso & Endo=
Somatotipos.
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Gréfica 2: Futbol de Campo Masculino de Alto Rendimiento, Rio de Janeiro (Castanhede et al. 2003).

das las muestras presentadas hay ausencia de Arcos, lo cual,
corrobora su nivel deportivo (Alto Logros), los deportes de
conjunto (Futbol y Voleibol), se caracterizan por una mayor
presencia de Presilas y, en el deporte ciclico (Atletismo de
Fondo), existe una equivalencia entre los disefios Presila y
Verticilo. En lo referente a las variables cuantitativas, en el
SCTL existe una similitud en las disciplinas discutidas, en-
contrandose en el nivel medio bajo y en el D10, en los depor-
tes de pelota, se aprecian valores bajos, mientras en el atle-
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RESUMEN

La Enfermeria es una disciplina enfocada al cuidado del pa-
ciente, la familia y la comunidad. Al ofrecer el cuidado, los
estudiantes se exponen permanentemente a microrganis-
mos biolégicos causantes de enfermedades, debido a que
su actividad implica el contacto directo con pacientes, po-
tencialmente infecciosos. La probabilidad de un accidente
por riesgo biolégico en las préacticas clinicas es alta, por la
falta de habilidad y de destreza al encontrarse en un proceso
de formacién profesional. El accidente expone al estudiante
a adquirir enfermedades infecciosas importantes, como el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), la Hepatitis B
y C ( VHB, VHC), entre muchas otras, ademas del impac-
to psicosocial que genera en el alumno. Se realizé un estu-
dio descriptivo, mediante la aplicacién de una encuesta a
77 estudiantes, cuyo objetivo fue caracterizar los accidentes
por riesgo biolégico en las précticas clinicas e identificar los
conocimientos sobre accidentalidad en los alumnos de En-
fermeria de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambien-
tales U.D.C.A. Los resultados muestran un 15% de acciden-
tes en las précticas asistenciales, el tipo de exposicién mas
frecuente fueron las lesiones percuténeas o pinchazos con
elementos cortopunzantes (40%) y las salpicaduras (30%),
la actividad de enfermeria més relacionada con la exposi-
cién fue la administracién de medicamentos (70%) y la causa
principal del accidente, el estrés y la alta carga de activida-
des al ofrecer el cuidado de Enfermeria (70%). Se resalta la
importancia del autocuidado y las medidas de bioseguridad,
como herramienta fundamental frente a la prevencién de la
exposicion bioldgica.

Palabras clave: Personal de enfermeria, estudiantes de enfer-
meria, riesgo biolégico, accidente biolégico.

SUMMARY

Nursing is a discipline focused on patient care, family and
community. By providing the care, the students are perma-
nently exposed to disease-causing biological microorga-
nisms, since their activity involves direct contact with pot-
entially infectious patients. The probability of an accident by
biohazard in clinical practice is high due to their lack of skills
and ability, being still in a training process. The accidents ex-
pose students to acquire important infectious diseases such
as Human Immunodeficiency Virus (HIV), Hepatitis B and C
(HBV, HCV), among many others, in addition to the psycho-
social impact it has on the student. A descriptive study was
performed by applying a survey to 77 students, with the goal
to characterize the accidents with biological risk in clinical
practice and identify the knowledge of possible accidents in
nursing students at the University of Applied and Environ-
mental Sciences U.D.C.A. The results showed a 15% of acci-
dents in health care practices, being the most common type
of exposure percutaneous injuries with sharps or needles
(40%) and splash (30%). The nursing activity most related
to exposure was medication administration (70%) and the
main cause of accidents, stress and high load of activities to
provide nursing care (70%). The importance of self-care and
biosecurity measures as a fundamental approach to preven-
tion of biological exposure.

Key-words: Nursing Staff, students, biohazard, biological ac-
cident and biosecurity measures.
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INTRODUCCION

“El Riesgo Biolégico se define como la exposicién o con-
tacto con sangre o fluidos corporales como orina, liquido
amniético, liquido pleural, entre otros que pueden estar con-
taminados con gérmenes infecciosos como bacterias, virus,
hongos o parasitos”, segin Occupational Safety Health Ad-
ministration OSHA (2003) y constituye uno de los riesgos
més frecuentes y de mayor relevancia a nivel hospitalario.
La exposicién biolégica puede generar infecciones causadas
por diversos agentes, especialmente, virus y bacterias, que
genera una amenaza permanente para el personal de la sa-
lud y, en especial, para los estudiantes de enfermeria que,
en su actividad diaria, deben manipular fluidos con riesgo
biolégico.

La exposicién o accidente por riesgo bioldgico, se puede de-
finir como una lesion percutanea producida por un pinchazo
o un corte con un objeto afilado o corto punzante: de igual
manera, el contacto con mucosas o piel no intacta (que pre-
senta lesiones) con sangre, tejidos u otros liquidos corpora-
les, que pueden ser potencialmente infecciosos y ponen en
riesgo el personal de salud, para el contagio con enfermeda-
des (CDC, 2001).

Se han detectado més de veinte enfermedades infectocon-
tagiosas de origen biolégico, que pueden ser adquiridas en
el ambiente hospitalario; sin embargo, las principales enfer-
medades a las que se expone frecuentemente el personal de
salud por el contacto con sangre o fluidos corporales de sus
pacientes son: el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH),
Hepatitis B (VHB), Hepatitis C (VHC). Segan el CDC (2001),
el riesgo de infectarse con el virus de la Hepatitis B (VHB)
en un accidente laboral, a través de una aguja que contenga
sangre contaminada es del 6 al 30%; el riesgo de contagio
con el virus de Hepatitis C (VHC) es del 3% y para el virus de
la Inmunodeficiencia Humana (VIH), del 0,3%. Asimismo, en
los contactos cutdneos mucosos a los ojos, nariz, o boca
con sangre contaminada con VIH, el riesgo es en promedio
del 0,1%.

De acuerdo con datos estimados de OSHA (2003), mas de
5,6 millones de trabajadores del cuidado de salud y de se-
guridad publica en el mundo pueden estar potencialmente
expuestos a estos tipos de virus.

Aproximadamente, cada ano, ocurren entre 500.000 a
600.000 accidentes con riesgo bioldgico en Estados Unidos,
Canadé y Alemania, individualmente. La frecuencia en nues-
tro pais no se ha calculado para el personal de salud, ni para
los estudiantes; solamente existen datos aislados en las dis-
tintas Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud (IPS) y
en las Administradoras de Riesgos Laborales (ARL).

Con el fin de prevenir este tipo de accidentes, el CDC (2001)
implementd en 1987, con posteriores actualizaciones, la es-
trategia de las precauciones universales de bioseguridad y
multiples campanas educativas creadas para aumentar el
conocimiento sobre sobre el riesgo biolégico y prevenir la
exposicion del mismo.

El conocimiento de los mecanismos de exposicién, los ries-
gos de transmisiéon y los métodos de prevencién pueden
ayudar a los trabajadores de la salud y al personal que labore
en los ambientes hospitalarios, a crear un entorno laboral
seguro (Tapias et al. 2010).

Las investigaciones demuestran que los estudiantes del area
de la salud y, especialmente los de enfermeria, no estan li-
bres del riesgo de sufrir un accidente biolégico (Diaz & Ca-
dena, 2003). Ademas, la practica en enfermeria implica un
alto riesgo de accidentes y la probabilidad de adquirir enfer-
medades infectocontagiosas es de alto impacto, porque sus
précticas clinicas les exige la necesidad de utilizar elementos
cortantes o punzantes, el contacto permanente con pacien-
tes potencialmente infectantes y la manipulacién de sangre
y fluidos corporales, en las actividades de brindar el cuidado
de enfermeria (Rodriguez et al. 2008; Rubio et al. 2008)

Ademas de lo anterior son factores que se aducen como ex-
plicacién a la ocurrencia de accidentes, la inexperiencia y el
escaso desarrollo de habilidades manuales, propias del ejer-
cicio, al encontrarse en un proceso de construccién del co-
nocimiento (Ortiz, 2003); asimismo, la percepcién del riesgo
a nivel individual y colectivo, la actitud hacia la bioseguridad
y la falta de adherencia a la utilizacién de los elementos de
proteccién personal (Herrera & Gémez, 2003).

En Latinoamérica son escasas las investigaciones que re-
fieren la accidentalidad biolégica en los alumnos de enfer-
meria; no obstante, estudios revisados a nivel nacional e in-
ternacional, en estudiantes de diferentes areas de la salud,
evidencian un alto porcentaje de accidentalidad biolégica en
los de enfermeria, comparado con los demés del area de la
salud (Fica et al. 2010; Franco et al. 2007). De igual manera,
segun se afirma, del 65 al 70% de los accidentes ocurren en
el personal de enfermeria (Soto & Olano, 2004).

Los estudios, ademés de evidenciar una importante acciden-
talidad en los estudiantes, demuestran que el accidente por
puncién o por percutdaneo con elementos cortopunzantes, es
la primera causa de exposicién, seguido del contacto directo
y salpicaduras con sangre o con fluidos corporales (Ortiz,
2003; Romero et al. 2007).

De esta manera, las principales actividades de enfermeria in-
volucradas en la exposicién biolégica son la administraciéon
de medicamentos y la realizacién de procedimientos propios
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de enfermeria. En relacién a la evaluacién del riesgo, eva-
luado como alto, en la mayoria de los estudios (Herrera &
Gbémez, 2003).

Los estudiantes de la Facultad de Enfermeria de la Univer-
sidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, inician
sus précticas clinicas en el segundo semestre de la carrera
y se ha identificado que podria existir un importante riesgo
de accidentes de origen biolégico por varios factores, como
el contacto permanente con pacientes en turnos de 8 horas
diarias, la falta de habilidad para realizar procedimientos pro-
pios de la profesion y la falta de adherencia a las medidas de
bioseguridad.

La problemética es mucho méas compleja, porque el Siste-
ma de Riesgos Laborales de nuestro pais al no considerarlos
como fuerza laboral, los cobija mediante una pdliza estudian-
til, que solamente los cubre, de manera parcial, de las con-
tingencias derivadas de un accidente de trabajo, pero no de
una futura enfermedad laboral y sus consecuencias a nivel
fisico, psicoldgico y social. Problema abordado en otros es-
tudios como el realizado por Herrera & Gémez (2003).

La situacién anterior pone al descubierto la magnitud del
problema que representa para los estudiantes y para la Uni-
versidad, la posibilidad latente que estos adquieran una en-
fermedad grave, como resultado de un accidente biolégico,
sucedido durante la practica clinica.

Por la problemética expuesta anteriormente sobre la expo-
sicién al riesgo biolégico en los estudiantes de enfermeria
durante sus préacticas clinicas y sus graves consecuencias,
ademas, los escasos estudios investigativos sobre el tema
dirigido a la poblacién objeto de estudio, se desarroll6 esta
investigacion, cuyos objetivos fueron caracterizar la acciden-
talidad bioldgica e identificar los conocimientos sobre riesgo
y accidente biolégico en los estudiantes de la facultad de
enfermeria, con el fin de proponer medidas de prevencién
y control para mejorar la seguridad y el bienestar de los
estudiantes.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo, de corte transversal, que caracterizé la
accidentalidad por riesgo bioldgico en las diferentes préac-
ticas de enfermeria: cuidado bésico, materno infantil, nino
y adolescente, adulto y anciano, salud ocupacional, salud
mental y psiquiatria y programas especiales, de los de estu-
diantes de segundo a noveno semestre de la Facultad Enfer-
meria de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
U.D.C.A, en el periodo comprendido entre el primer semes-
tre de 2007 y el primer semestre de 2011, en Bogot4, D.C.

La poblacién estuvo constituida por 308 estudiantes; como

criterios de inclusién, se tuvo en cuenta que se encontraran
matriculados de segundo a noveno semestre, inscritos en el
primer periodo de 2011 y que hubieran realizado préacticas
clinicas durante un periodo minimo de un curso académi-
co. Se excluyeron los estudiantes de enfermeria de primer
semestre, porque no habian realizado practicas clinicas. La
muestra seleccionada fue de 77 estudiantes, que se obtuvo
a partir de un muestreo aleatorio simple y se calcul6é con una
confiabilidad del 95% y un error del 10%, con la siguiente
formula:

3 N z?pq
T (N—-1e? + z%pq

n

El instrumento aplicado fue una encuesta estructurada,
voluntaria y anénima realizada por la autora y validada por
pares académicos, la cual, contenia 16 preguntas, tipo se-
leccién muiltiple: las variables utilizadas fueron edad, sexo,
semestre académico, nimero de accidentes, notificacién,
esquema de vacunacion, tipo de exposicion, actividades rea-
lizadas en el momento de accidentarse, causas, conocimien-
tos de bioseguridad, riesgo, accidente bioldgico, factores de
riesgo bioldgico en las practicas y protocolo postexposicion,
preguntas direccionadas a caracterizar la accidentalidad e
identificar los conocimientos sobre riesgo y accidente bio-
légico. Para la validacién de la encuesta, se aplicd, previa-
mente, una prueba piloto, a una submuestra de estudiantes
de caracteristicas similares a los encuestados; se hicieron
modificaciones y ajustes a dos preguntas, hasta llegar al ins-
trumento final.

La investigacién tuvo como referencia la Resolucion N° 8430
de 1993, por la que se establecen las normas cientificas, téc-
nicas y administrativas para la investigaciéon en salud. Fue
considerada de riesgo bajo, porque no representé ningin
riesgo para la poblacién del estudio; de igual manera, se pre-
valecio el respeto a su dignidad, la proteccién de sus dere-
chos y su bienestar. Con anticipacién a la realizacién de la
entrevista, se les aplic6 a los estudiantes un consentimiento
informado por escrito y se les explicé verbal y claramente
sobre los objetivos y las caracteristicas de la investigacion;
ademas, se les garantizo la confidencialidad de toda la infor-
macién recolectada.

Para el andlisis, la informacién fue procesada mediante el
programa SPSS (Cientifica Packet Social Statistic), versién
11.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio, el 100% de la poblacién encuestada pertene-
cia al género femenino, situacién esperada en una profesién
predominantemente femenina; el 70% se encontraba en un
rango de edad entre los 21 y los 26 afios. En cuanto al se-
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mestre que cursaban, el 50% de la muestra estaban matricu-
lados entre el segundo al quinto semestre y el 50%, de sexto
a noveno semestre.

Las Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud IPS
donde los estudiantes se hallaban realizando las préacticas
fueron el Hospital San Blas, 50%; el Hospital San Rafael de
Facatativa, 30% y el Hospital la Victoria, 20%. La totalidad
de la poblacién encuestada contaba con EPS vigente al mo-
mento de aplicarse la encuesta.

El 15% de los encuestados manifestd haber presentado un
accidente de origen biolégico en el transcurso de su forma-
cién profesional; de estos estudiantes, el 90% reportd un
accidente y, el 10%, dos o més. En cuanto al semestre, el
80% refiri6 declarar el accidente entre el segundo y el quinto
semestre de la carrera y un 20%, entre sexto y noveno se-
mestre de la carrera. De igual manera, los semestres donde
se reportaron mas accidentes bioldgicos fueron el tercero y
el quinto, donde se ven los cursos de cuidado de enfermeria
materno infantil y cuidado de enfermeria al adulto y anciano.

El comportamiento anterior puede ser ocasionado por la
falta de habilidad y de destreza de los estudiantes durante
los primeros semestres de la carrera, en donde se realiza el
aprendizaje de actividades propias del cuidado de enferme-
ria, como la administracién de medicamentos y la realizacion
de procedimientos basicos.

Los encuestados refirieron la posibilidad de un importante
subregistro por el desconocimiento del proceso de notifica-
cién, la baja percepcién del riesgo o por temores de indole
académico hacia los docentes, con quien realizan sus préac-
ticas.

La informacién anterior es corroborada con resultados de
otros estudios nacionales e internacionales, como Warley et
al. (2009) y Saliba et al. (2009), quienes encontraron una
importante incidencia de accidentes de origen biolégico y
un riesgo relativo mayor en los estudiantes de enfermeria,
respecto a otras carreras de la salud (Fica et al. 2010).

En cuanto al tipo de exposicién y similar a otros estudios,
como el de Fica et al. (2010) y Ortiz (2003), en el presente
trabajo predominé la exposicién percuténea, como los pin-
chazos, con un 40%, las salpicaduras a piel intacta, con un
30% y el contacto directo de sangre o fluidos corporales con
piel no intacta, en un 30%.

Es importante destacar que la exposicién percuténea es la
més frecuente en enfermeria, por la manipulacién perma-
nente de elementos cortopunzantes en las actividades y en
los procedimientos propios de la profesion (Saliba et al.
2009). De igual manera, un porcentaje alto de accidentes

por salpicadura puede indicar dificultades, bien sea por falta
de capacitacién o hébitos para incorporar las medidas de
precaucién universal, en las actividades que realizan los es-
tudiantes en sus practicas (Fica et al. 2010).

Entre las actividades que realizaban en el momento del
accidente, el 70% respondi6 las relacionadas con la admi-
nistracién de medicamentos (incluye la preparaciéon y la
administracién), un 20% refiri6 procedimientos propios de
enfermeria, como la curacién de heridas y un 10%, otra ac-
tividad diferente. La informacién obtenida demuestra que la
administracién de medicamentos, se constituye en la princi-
pal actividad relacionada con la accidentalidad en enfermeria
y coincide con el estudio de Romero et al. (2007).

Al respecto de las causas de ocurrencia de los accidentes, el
70% de los estudiantes refirieron, en primer lugar, el estrés
y la alta carga de trabajo o actividades; en segunda instan-
cia, con un 20%, la falta de uso de elementos de proteccion
personal y, por ultimo, con un 10%, por descuido propio,
resultados que coinciden con estudios, como el de Warley
et al. (2009), quienes encontraron en su investigacion que
la sobrecarga de trabajo y la carencia de elementos de pro-
teccién personal son las principales causas para no cumplir
con las medidas de precaucién universal y la posibilidad de
accidentarse.

De igual manera, Tapias (2010) en su estudio, ademas del
estrés por la alta demanda de trabajo, refiere otras condicio-
nes no menos importantes, como la falta de concentracion,
la fatiga por horarios extendidos, la falta de suefio y la carga
emocional por la muerte de los pacientes.

En lo concerniente a la falta de adherencia de los estudiantes
a la utilizacién de los elementos de proteccion personal, se
evidencia la necesidad de sensibilizacion y capacitacion fren-
te a las medidas de precaucién universal, como herramienta
indispensable para la prevencién de accidentes bioldgicos.

Al analizar el riesgo de adquirir infecciones transmitidas por
liquidos corporales, segin el protocolo del CDC (2001), se
registré que un 40% de los accidentes, se clasifican en ries-
go alto (accidentes percutaneos o pinchazo), un 30%, riesgo
medio (contacto directo a piel no intacta) y un 30%, riesgo
bajo (salpicaduras contacto directo a piel intacta). Esta situa-
cién evidencia la problemética de este grupo poblacional y la
vulnerabilidad para adquirir enfermedades de alto impacto,
como el HIV y Hepatitis B, por la posibilidad de seroconver-
sion. Cabe resaltar que el 90% de los estudiantes refirieron
tener el esquema de vacunacién completo.

En relacion a la actuacién postexposicion, el 90% de los estu-
diantes respondieron que notificaron el accidente inmediata-
mente y lo hicieron a la docente de préctica. Estos datos son
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sensiblemente superiores a los evidenciados por Ortiz (2003),
quien en su estudio encontré que solamente un 34,5% de los
estudiantes realizaron el reporte oportunamente.

En cuanto a los conocimientos de los estudiantes sobre ries-
go bioldgico y accidentalidad, se evidencié que el 68% de los
estudiantes conocen la definicién correcta de riesgo biol6gi-
coy el 52%, la definiciéon de accidente biolégico; asimismo,
el 93% conoce los factores de riesgo bioldgico, a los cuales,
se encuentra expuesto en sus practicas.

Al indagarse sobre la claridad y el conocimiento de los proto-
colos de actuacion, en caso de un accidente en las practicas
clinicas, el 80% respondi6 afirmativamente, comportamiento
inferior al relacionado en otros estudios, como el de Guzman
etal. (2011).

En relacion a los conocimientos sobre bioseguridad, se re-
gistré que un 30% de los estudiantes que se han accidentado
conoce la definicién correcta de bioseguridad y un 60% tiene
conocimiento adecuado sobre las precauciones universales.
Los anteriores resultados son similares a los presentados por
Casanova et al. (2007).

De igual manera, en cuanto a los conocimientos que tienen
los estudiantes sobre la accién prioritaria en caso de un acci-
dente percuténeo por pinchazo, segin lo recomendado por el
CDC (2001), un 50% respondié correctamente lavar el sitio de
puncién exhaustivamente con abundante agua y jabdn; refe-
rente a la pregunta sobre la accién prioritaria ante un acciden-
te por salpicadura, el 75% respondi6 acertadamente: lavado
exhaustivo con agua y jabén, en salpicaduras cuténeas y lava-
do con solucién salina, en salpicaduras a mucosas.

Se puede resaltar que la falta de conocimientos puede ser
una de las causas de accidentalidad, ya que un mejor co-
nocimiento de las variables que convergen en el accidente,
podria fomentar la prevencién de la exposiciéon.

Se concluye que la accidentalidad biolégica en los estudian-
tes de enfermeria de la U.D.C.A es similar a la de otros es-
tudios. El riesgo que corren es alto, si se tiene en cuenta la
probabilidad de adquirir enfermedades graves y la falta de
cobertura en materia de riesgos laborales en nuestro pais. Se
resalta, como aspecto positivo, una importante notificacion
de los mismos.

La exposicion percutdnea es la més frecuente en los estu-
diantes, por la utilizacién de elementos cortopunzantes en
la actividad de preparar y de administrar medicamentos, por
este motivo es necesario formar a los estudiantes en la reali-
zacién de practicas seguras, para prevenir incidentes y acci-
dentes de esta naturaleza.

La mayor accidentalidad en los estudiantes de los primeros
semestres refleja la falta de habilidad y de destreza al reali-
zar los procedimientos propios de la profesién y la falta de
conocimientos en torno al riesgo biolégico y los protocolos
postexposicion.

Aun, cuando en cada semestre de la carrera se aborda el
tema de bioseguridad, los resultados obtenidos evidencian
falta de conocimientos sobre el riesgo biolégico y los proto-
colos pre y post exposicion, por este motivo, se recomienda
incluir estas tematicas, que son desarrolladas ampliamente
cuando cursan séptimo semestre, en la asignatura de cuida-
do de enfermeria en salud ocupacional, desde los primeros
semestres de la carrera.

El comportamiento de la accidentalidad bioldgica en los es-
tudiantes de enfermeria refleja que no son incidentes fortui-
tos, puesto que concurren factores controlables y evitables,
que aumentan su riesgo de aparicion. Por lo anterior, se re-
comienda a la Universidad y concretamente a la Facultad
de Enfermeria, tomar medidas inmediatas, que permitan for-
mar a los estudiantes desde el primer semestre en la cultura
de prevencion del riesgo ocupacional.

De igual manera, como lo afirman Diaz & Cadena (2003),
desde la perspectiva académica es responsabilidad de la Uni-
versidad velar porque las condiciones y los ambientes donde
se desarrollan las préacticas clinicas sean espacios seguros
para los estudiantes. Por esta razon, se debe involucrar dife-
rentes actores, como las instituciones hospitalarias, para que
participen activamente en el desarrollo e implementacién de
estrategias, que permitan minimizar la exposicién bioldgica,
tanto en los estudiantes como en sus funcionarios y, a la
Universidad, para que se busque concientizar a los estudian-
tes frente a las consecuencias del riesgo biolégico, median-
te estrategias de prevenciéon primaria o de prevencién de la
exposicion.

Las estrategias pueden incluir, en primer lugar, el cumpli-
miento estricto de las medidas de precaucién universal, la
identificacién de los riesgos o peligros, la capacitacién en
todos los aspectos que involucran la accidentalidad, la vacu-
nacién pre y post exposicién y el anélisis de investigacién de
los accidentes, para tomar medidas preventivas y correcti-
vas, que mejoren la seguridad y el bienestar de los alumnos.

Por ultimo, se recomienda realizar estudios de esta natura-
leza, que aborden el personal de salud y, especificamente, el
gremio de enfermeria, con el fin de sensibilizar a la poblacién
y a las instituciones gubernamentales responsables de los
riesgos laborales, en la implementacién de estrategias y el
desarrollo de politicas para la prevencién del riesgo biolégico
y facilitar los entornos laborales saludables.
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RESUMEN

Los tejidos embebidos en parafina son muestras que re-
posan en los bancos de patologia y almacenan importante
informacién genética, UGtil para estudios retrospectivos de
epidemiologia y de patologia molecular y para el diagnés-
tico de enfermedades en humanos y en animales. Dentro
de las metodologias descritas para extraer ADN de tejidos
en parafina, pocas resultan exitosas a la hora de obtener un
material genético, con la cual se pueda amplificar fragmen-
tos superiores a 200pb, por la técnica de PCR. Este trabajo
expone la experiencia del laboratorio de biologia molecular
de la d.D.C.A, relacionada con la aplicacién de una metodo-
logia poco utilizada para extraer ADN de tejido embebido en
parafina y éptimo para amplificar por PCR un segmento de
600pb. Fueron utilizadas dos técnicas ampliamente referen-
ciadas para este tipo de muestras, como son el protocolo de
extraccién fendlica y el del estuche comercial de QIAGEN"
y una tercera metodologia cominmente empleada para ex-
traer ADN de muestras de sangre, pero no para para tejidos
en parafina, como lo es la técnica de extraccién por sales
o salting out. La capacidad amplificable del ADN extraido,
se evidenci6 al obtener un fragmento de 600pb de un gen
constitutivo humano. Los resultados mostraron que con la
extracciéon fendlica y el estuche comercial de QIAGEN®, se
consigui6 el 21% de amplificaciones y con el método de ex-
traccion por sales, el 91%. Este trabajo muestra que una téc-
nica no convencional de extraccion de ADN a partir de tejido
embebido en parafina puede ofrecer mejores resultados que
metodologias tradicionales.

Palabras clave: Extraccién, ADN, protocolos, Reaccién en
cadena de la Polimerasa, patologia molecular.

SUMMARY

The paraffin-embedded tissues are samples resting in the
pathology banks, storing important genetic information,
useful for retrospective studies of epidemiology and
molecular pathology and diagnosis of diseases in humans
and animals. Among the methods described for extracting
DNA from tissues in paraffin, few are successful in obtaining
the genetic material which can be amplified above 200bp
fragments by the PCR technique. This paper describes the
experience of U.D.C.A”s molecular biology laboratory, related
to the application of a methodology recently used to extract
DNA from paraffin-embedded tissue and which permits
to be optimal amplified by PCR of a fragment to 600pb.
Two techniques were used, extensively referenced to these
samples, such as the phenol extraction protocol and the
commercial kit from QIAGEN®, and also a third commonly
used method for extracting DNA from blood samples, but
not for tissue in paraffin, the technique of extraction or
salting out salts. The extracted DNA amplifiable ability was
evidenced to obtain a fragment of 600pb establishing a
human gene. The results showed that extraction with phenol
and commercial kit from QIAGEN ® achieved amplifications
of a 21%, while the salt extraction method a 91%. This work
reveals that an unconventional technique of DNA extraction
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from paraffin-embedded tissue can offer better performance
than traditional methodologies.

Key words: Extraction, DNA, PCR, protocols, molecular
pathology.

INTRODUCCION

Los tejidos embebidos en parafina (TEP), se almacenan en
los bancos de histopatologia después de su estudio macro y
microscopico. El andlisis de los &cidos nucleicos, contenido
en dichas muestras, se ha convertido en una herramienta
importante para el diagnéstico e investigacién en patologia,
en epidemiologia y en endocrinologia molecular (Armas et
al. 2006; Thyagarajan et al. 2005; Kizys et al. 2012), en ge-
nética molecular post mortem, en deteccion de enfermeda-
des infecciosas (Morales et al. 2005), en estudios de malfor-
maciones congénitas en fetos humanos (Santos et al. 2008)
y para todo tipo de estudios retrospectivos (Huijsmans et al.
2010), razén por la cual, la utilizacién de una técnica de des-
parafinacién y de extraccién de ADN, a partir de TEP, se hace
cada vez més necesario.

Los proceso de extraccién de ADN a partir de TEP incluye
tres pasos fundamentales: el primero, la desparafinacion,
donde se utilizan sustancias quimicas, como el xileno y el
etanol o procesos fisicos, como el calor (Zafra et al. 2004;
Cannavo et al. 2012), que buscan eliminar la parafina del
tejido en estudio; el segundo paso es la digestion del tejido
desparafinado, mediante el uso de enzimas, como la protei-
nasa K o de soluciones alcalinas a altas temperaturas (Tufan
et al. 2004), que desnaturalizan las proteinas del tejido y de-
gradan los fosfolipidos celulares, liberando el ADN (Gilbert
et al. 2007). El tercer paso busca la purificacién del material
genético extraido mediante soluciones, como el fenol- clo-
rorformo- isoamilalcohol (Morales et al. 2005; Coura et al.
2005), etanol y resinas quelantes, como Chelex- 100 (Armas
et al. 2006; 2011) o las de la casa comercial de QIAGEN®.
Todas ellas ofrecen extraer un ADN 6ptimo para estudios
moleculares; sin embardo, a la hora de utilizar dicho material
en la técnica de PCR, los resultados pueden no ser favora-
bles.

Debido a la naturaleza del TEP, muchas son las variables
que repercuten en el éxito de las técnicas de extraccion de
ADN, desde el momento de la preservacién del tejido para
los estudios de patologia (Armas et al. 2006), hasta la utiliza-
cién del ADN, en la técnica de PCR. La literatura reporta que
sustancias fijadoras del tejido, como el formol, los alcoholes
o los aldehidos ocasionan un entrecruzamiento de las he-
bras de ADN, modifican las bases y degradan parcialmente
la molécula (Tufan et al. 2004; Jiménez et al. 2007). Otras
variables, como el tiempo de fijacion, el tamano del tejido
fijado, la edad del bloque, la temperatura, el pH de los reac-

tivos, los solventes orgénicos usados en la desparafinacion,
entre otros, también pueden afectar la calidad de los acidos
nucleicos extraidos y, por lo tanto, la eficacia en la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), en contras-
te, con el ADN de alta calidad obtenido a partir de tejidos
frescos o de muestras de sangre (Gilbert et al. 2007). Por lo
anterior, uno de los principales retos en el laboratorio es la
utilizacién de una metodologia de extraccién de ADN a partir
de TEP, que permita obtener una molécula éptima para su
utilizacion en la técnica de PCR.

Con este trabajo, se pretende dar a conocer la experiencia
del laboratorio de biologia molecular de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, en la busqueda
de una metodologia para extraer el ADN, a partir de tejido
mamario fijado en formalina y embebido en parafina, que
cuente con los parémetros de calidad establecidos para
pruebas moleculares y que, adicionalmente, permitiera am-
plificar por PCR un fragmento de 600pb.

Segun la literatura, fueron seleccionadas tres metodologias
de extraccién de ADN a partir de TEP, dos de ellas considera-
das como las técnicas maés frecuentemente reportadas, cada
una con principio quimico diferente. La primera, se basa en
la extraccion y en la purificacién del ADN con solventes or-
génicos, como el fenol- cloroformo y temperaturas de reac-
cién entre 90 y 100°C (Shi et al. 2002; Coura et al. 2005) v,
la otra, en la extracciéon mediante union selectiva del ADN
a columnas quelantes, del estuche comercial de QIAGEN®
(Thyagarajan et al. 2005; Gilbert et al. 2007); sin embargo,
también se ensayd una tercera metodologia ampliamente
utilizado para extraer ADN a partir de muestras de sangre,
pero no para tejidos embebidos en parafina, como es la me-
todologia de extraccién por salado o “Salting out”, selec-
cionada por su disonibilidad en los laboratorios de biologia
molcular, facilidad procedimental y bajo costo.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio, se realizaron 136 ensayos de extrac-
cién de ADN a partir de bloques de tejidos mamarios em-
bebidos en parafina, almacenados desde el 2007 hasta el
2009, en el laboratorio de patologia, del Hospital San Igna-
cio de Bogotd, Colombia. Los bloques de parafina fueron
sometidos a tres técnicas de extraccién de ADN: la técnica
de extraccion fendlica (fenol- cloroformo), la de extraccion
por columnas quelantes del estuche comercial de QIAGEN"
y la técnica de extraccion por sales o Salting out.

Método de extraccién fendlica (fenol- cloroformo), descrito
por Shi et al. (2002): Se pesaron entre cinco a diez miligra-
mos de TEP y se adicioné un mililitro de xyleno, se incub6
a 98°C durante 15 minutos, se centrifugd y se descart6 el
sobrenadante; al sedimento, se le adicioné un mililitro de
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etanol absoluto, se agitdé manualmente y se dejé en reposo
por 30 minutos; posteriormente, se centrifugdé a 10.000 rpm
durante 11 minutos, se descarto el sobrenadante y se le adi-
cion6é 1mL de etanol al 70% y 1mL de buffer fosfato salino,
nuevamente se centrifugd a 12.000 rpm durante diez minu-
tos; se descarté nuevamente el sobrenadante y al sedimento
se le agregaron 500uL de tampén de lisis que contenia: pro-
teinasa K (20 mg/mL), tris-HCL (1M), 2ulL. de EDTA (0,5M)
y 100uL de SDS (10%); la mezcla se incubd durante toda la
noche a 52°C en agitacién continua, posteriormente, se le
agregaron 500uL de solucion de fenol- cloroformo - isoa-
milalcohol (25:24:1) y se centrifugé a 12.000 rpm por cinco
minutos. El sobrenadante fue removido cuidadosamente a
otro tubo y se agregd 0,1 volimen de acetato de sodio (3M),
se homogeneiz6 manualmente, se adicioné un volumen de
isopropanol y se dej6 en almacenamiento a -20°C durante
toda la noche; luego, se centrifugd y el sedimento que con-
tenia el ADN extraido fue lavado con etanol (70%); luego de
secar el ADN, se le adicion6 30uL de buffer TE1X.

Método de extraccién por columnas quelantes del estuche

comercial de QIAGEN®_ (Spin- Column Protocol): Se cor-
taron 25g de TEP y se depositaron en tubos de 2mL con
1200uL de xyleno, se agit6 en vortex y se centrifugd a 10.000
rpm durante cinco minutos, a temperatura ambiente. El so-
brenadante se pasé a otro tubo y se adicioné 1200uL de
etanol absoluto hasta eliminar el xyleno y el etanol. El tejido
desparafinado, se resuspendié en 180uL de buffer ATL (no
se conoce su composicion) y se agregé 20uL de proteinasa
K, se mezclé nuevamente y se incub6 a 56°C durante toda la
noche; luego, se adicioné 200uL de buffer AL (no se conoce
su composicion), se mezclé y se agregé 200uL. de etanol
absoluto; esta mezcla se deposité en la columna DNeasy
Mini Spin y se centrifugé a 8000 rpm durante un minuto. La
columna se deposité en un nuevo tubo de recoleccién y se
adicion6 500uL de buffer AW1; posterior a la centrifugacion,
la columna fue transferida a otro tubo de recoleccién y se
agregaron 500uL de buffer AW2, se centrifugdé a 14.000rpm
durante tres minutos. La columna con el material genético
extraido, se depositd en otro tubo de recoleccion y se agre-
g6 directamente sobre la membrana 200uL de buffer AE, se
incub6 a temperatura ambiente durante un minuto y se cen-
trifugdé a 8000 rpm por un minuto mas, para eludir el ADN.

Técnica de Extraccién por sales o Salting out, segin San-
tos et al. (2008): Mediante micro diseccion manual con una
hoja de bisturi estéril fueron recolectados, en microtubos
de 1,5mL, entre 15 a 24mg de tejido mamario embebido
en parafina (TEP), de las éreas identificadas microscopica-
mente, con mayor celularidad. Estos cortes, se sometieron
al proceso de desparafinacién, agregando 500mL de xyleno
(CN.158693 de la casa comercial. MPB), se incubd durante
10 minutos en bano serolégico (Haake FSL) a 65°C y se
centrifugé a 10.000 revoluciones por minuto (rpm) (Biofga

BDC), durante siete minutos; posteriormente, con una pi-
peta pasteur de vidrio estéril, se extrajo cuidadosamente el
sobrenadante; este paso se repitio cinco veces. Al tejido des-
parafinado, se le agregé 1000mL de etanol absoluto y se
llevé a incubacién en bloque de calor a 37°C durante diez
minutos; posteriormente, se centrifugé a 10.000 rpm duran-
te cinco minutos y con la pipeta pasteur de vidrio, se elimin6
el sobrenadante y se agregd 1000mL de etanol al 70%, se
incub6 en bloque de calor (Canlab- BAXTER) a 37°C por diez
minutos y nuevamente se centrifugé a 10000 rpm, durante
cinco minutos. Finalizado el proceso de desparafinacion, se
dejé secar el tejido por unos minutos en bloque de calor a
37°C y se agregd 50mL de agua HPLC y 1000mL de solu-
cién amortiguadora o tampén TNE (17mM Tris HCI pH: 8,0;
50mM NaCl y 7mM EDTA), se homogeneizd y se centrifugd
por diez minutos a 10.000 rpm. Posteriormente, se afadié
1000mL de buffer de lisis (10mM de Tris HCI pH: 8,0; 0,5%
de SDS; 5mM de EDTA) y se adicion6 10mL de proteina-
sa K (N.C. 95H014715 C.C. SIGMA) (20mg/mL), se mezclo
con vortex (Thermolyne BDC) durante cinco segundos y se
sometié a incubacién en bafo serolégico con agitaciéon con-
tinua, a 55°C durante toda la noche. 500mL de acetato de
amonio 8M y EDTA 1mM fueron agregados, se agit6 fuer-
temente durante 15 segundos y un segundo maés en vor-
tex, se centrifugdé a 10000rpm, durante 15 minutos; 900mL
del sobrenadante fueron transferidos a un tubo nuevo y se
adicionaron 600mL de isopropanol frio, se mezclé 20 veces
por inversién suave y se centrifugd a 10000rpm, durante 15
minutos. El sobrenadante fue eliminado y al sedimento se le
agregaron 300mL de etanol frio al 70%, nuevamente se cen-
trifugd a 10000rpm por ocho minutos y, cuidadosamente, se
eliminé el sobrenadante; el procedimiento se repitié una vez
mas. El pellet obtenido, se dej6 secar a 50°C por 15 minutos
y se reconstituyé en 30mL de TE 1X.

Las tres metodologias fueron ejecutadas bajo las mismas
condiciones de laboratorio y con los mismos equipos previa-
mente referenciados.

Cantidad y calidad del ADN: Todas las muestras de ADN fue-
ron analizadas mediante un equipo nanodrop 1000, que per-
miti6 calcular la concentracion de ADN obtenido y la relacion
A260/A280 y A260/A230, que informa el nivel de la pureza
de la molécula. El tamano del ADN fue analizado por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1% tehidos con bromuro de
etidio, utilizando una camara de electroforesis marca Tyler
(Canadé) y una fuente de poder Power Pac Basic (BioRad),
visualizado en un transiluminador (24V, Higt Performance).

Capacidad amplificable del ADN: La capacidad amplificable
del ADN extraido fue evaluada mediante la deteccién del
segmento de un gen constitutivo, conocido en la literatura
como housekeeping que, en este caso, fue el gen que codi-
fica para la enzima Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogena-
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sa (GAPDH). Para su amplificacién, se utilizé6 un estuche de
PCR de la casa comercial de lnvitrogenO (C.N. 10966-020)
y un juego de cebadores (PF): 5° TTGCAACTGTTTTAGGA-
CTTT 3":y (PR): 5"AGCATTGGGAAATGTTCAAGG 37, que
flanquea una regién con una talla molecular de 600pb. Para
la reaccion de PCR, se utilizaron 2,5mL de buffer PCR (1X);
1,0mL de MgCl, (2mM); 1,0mL de dntps (0,8mM); 1,0mL
de PF (0,4mM); 1,0mL de PR (0,4mM); 0,3mL de Taq Plati-
numO (Invitrogen, Brasil) y 3mL de ADN molde y se comple-
t6 con agua HPLC, hasta alcanzar un volumen final de 25mL
por reaccion. Como control positivo de la prueba, se utilizd
un ADN humano, donado por el grupo de investigaciones
biomédicas y de genética de la U.D.C.A, quienes previamen-
te habfan amplificado el fragmento génico en mencién vy,
finalmente, se utilizé6 un blanco de agua (grado HPLC) en
lugar del ADN molde, como control negativo del ensayo. La
amplificacién, se llevé a cabo en un termociclador PTC-100
(MJ RESEARCH, Canada), con un el siguiente programa:
94°C durante 30 segundos; 52°C durante 30 segundos y
72°C por 40 segundos, en 40 ciclos. El producto amplifica-
do fue analizado en un gel de agarosa al 2%, utilizando una
cadmara de electroforesis marca Tyler (Canadé) y una fuente
de poder Power Pac Basic (BioRad), visualizado en un tran-
siluminador (24V, Higt Performance).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién y pureza del ADN: Las caracteristicas ideales
del ADN que se va a emplear para estudios moleculares es
que posea una buena concentracién, una alta pureza y el
menor grado de degradacion (Armas et al. 2011); sin em-
bargo, estos tejidos antes de ser embebidos en parafina son
fijados en formalina, sustancia que preserva el tejido, pero
que degrada los &acidos nucleicos (Cannavo et al. 2012) y
genera un entrecruzamiento con las proteinas del tejido, por
lo cual, hace ain mas complicada la eliminacién de protei-
nas, tipo histonas de los acidos nucleicos (Kizys et al. 2012).
Adicionalmente, el ADN se debe encontrar libre de otras sus-
tancias, como lipidos y carbohidratos, propios del tejido y
de residuos provenientes de las soluciones utilizadas en el
proceso extraccion y desparafinacion.

Mediante los protocolos convencionales de fenol-cloroformo
y del estuche comercial de QIAGEN®, se alcanzaron concen-
traciones de ADN, que oscilaron entre 21 y 3057 ng/mL y
con el protocolo de extraccién por salado, las concentracio-
nes fueron de 5,0 a 4500 ng/mL. Thyagarajan et al. (2005)
sugieren tener en cuenta la cantidad de células que conten-
ga el tejido recolectado en los microtubos de reaccion, para
extraer una adecuada cantidad de ADN. En este caso, las
muestras utilizadas fueron de tejidos de glandula mamaria
en bloques de parafina, debido a que algunos de los pro-
yectos de investigaciéon que se desarrollan en el laboratorio
de biologia molecular de la U.D.C.A, estan relacionados con

el estudio de céncer de seno. Y conociendo que la glandula
mamaria contiene mucho tejido graso fue necesario reali-
zar el andlisis microscépico del tejido, mediante las laminas
de histopatologia, para establecer la porciéon del TEP con la
mayor celularidad posible. Las muestras de TEP utilizadas
en este estudio correspondian a diferentes patologias de la
glandula mamaria, por cuanto el contenido celular de cada
bloque fue diferente, explicando esto, el amplio rango en la
concentraciéon de ADN reportada, a pesar de haber utilizado
la misma cantidad de tejido en los tres protocolos. Un aspec-
to metodolégico relacionado con la concentracién del ADN
es la utilizacién de la proteinasa K en el paso de la lisis celu-
lar, momento, en el cual, los acidos nucleicos se liberan de
las células, quedando vulnerables al efecto de los solventes
organicos. Estudios realizados por Huijsmans et al. (2010)
refieren que la proteinasa K es indispensable para la 6ptima
digestion y extracciéon de ADN; en este trabajo se utiliz6 la
proteinasa K en los tres protocolos, pero en concentraciones
diferentes, es asi como en las técnicas de extraccion fendlica
y QIAGEN se utilizaron 50uL/mL y 100ulL/mL de proteinasa
K, respectivamente, mientras que en la técnica de extraccion
por sales fue de 2ul/mL, observando que en los protocolos
tradicionales se requiere mayor concentraciéon de proteinasa
K, que en la técnica de extraccién por sales, lo que supo-
ne una mayor digestion del tejido, mayor concentracién de
ADN, pero mayor grado de fragmentacién de la molécula.

En cuanto a los indices de pureza, la relaciéon A260/A280 que
da cuenta de la contaminacién con proteinas fue similar en
las tres metodologias, 1,8 en los protocolos convencionales
y 1,9 en la técnica de extraccién por sales, siendo ideales
valores entre 1,8 y 2,2 (Santos et al. 2008), indicando que
los procesos de precipitaciéon y de separaciéon de proteinas
fueron 6ptimos con los tres protocolos y superaron los va-
lores reportados por otros autores (Armas et al. 2011). La
relacion A260/A230 mostro cifras de 1,1, para los protocolos
de extraccion fendlica y QIAGEN y de 1,9, para la técnica
de extraccién por sales, con valores de referencia alrededor
de 2,0. Este indice muestra contaminacién con sales cao-
tropicas (Santos et al. 2008), carbohidratos, fenoles o com-
puestos arométicos. El xyleno y el fenol- cloroformo fueron
sustancias utilizadas en los procesos de desparafinaciéon y
extracciéon de ADN, por la metodologia de extraccién fené-
lica, por lo que se cree pudieron afectar negativamente los
resultados del indice 260/230 (no se concoce la naturaleza
de los buffer ATL, AW1, AW2, del estuche comercial de QIA-
GEN), en contraste con el protocolo de extraccion por sales,
donde se utiliz6 menores cantidades de xyleno y no requiere
de fenol — cloroformo, por lo tanto, el valor del indice fue
cercano al valor ideal.

Capacidad amplificable del ADN: Se disené housekeeping
para controlar internamente la optimizacién de la molécula
extraida para su uso en la técnica de PCR, se seleccioné el
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gen constitutivo humano que codifica para la enzima Glice-
raldehido 3- fosfodeshidorgenasa (GADPH), procedimiento
previamente estandarizado en el laboratorio de biologia mo-
lecular. EI ADN fue considerado éptimo para su uso en la
técnica de PCR, al amplificar un unico fragmento de 600pb
del gen GAPDH. Los ensayos de PCR-GAPDH realizados con
el ADN extraido a partir de los protocolos convencionales
(extraccion fendlica y QIAGEN) fueron positivos en el 21% de
los ensayos, mientras que con el ADN extraido por la técnica
de extraccién por salado, alcanzaron el 91%. Indicando que
la técnica de extraccién por salado fue la metodologia mas
eficiente a la hora de conseguir un material genético 6ptimo
para su uso en la técnica de PCR. Estos resultados muestran
que la eficacia del ADN extraido de TEP para la PCR, puede
estar mas relacionada con la calidad del ADN que con la
cantidad obtenida.

El porcentaje de amplificaciones conseguidas en este estu-
dio y el tamano diana amplificado supera los resultado de
trabajos anteriores, siendo uno de los mas exitosos el de
Cannavo et al. (2012), quienes reportan 100% de amplifi-
caciones, con un fragmento de 650pb del gen de la actina,

3

4 5 MP ¥ 8

en 46 ensayos realizados mediante la técnica de extraccion
de silica magnética (NucliSENS easy MAG); Tabanifar et al.
(2008) muestran el 82% de resultados positivos al amplificar
un fragmento de 200pb del gen constitutivo de la B- globi-
na con ADN extraido con el protocolo Chelex- 20; Armas et
al. (2011), el 100% de amplificaciones del mismo gen, pero
en s6lo en 10 muestras trabajadas con el método de chelex
-100 y Santos et al. (2008), logra amplificar un fragmento de
500pb, utilizando la extraccién por sales. Lo anterior es de
relevancia, pues la literatura menciona que la mayoria de los
fragmentos que se pueden amplificar con ADN proveniente
de TEP, oscilan entre 50 a 300pb (Zafra et al. 2004; Huij-
smans et al. 2010) y pocas veces se logra con fragmentos
superiores a éstos (Armas et al. 2006; Jiménez et al. 2007);
no obstante, con el protocolo de extraccién por sales, se
consiguié amplificar el fragmento de 600pb del gen GAPDH
(Figura 1).

Un elemento importante al considerar la eficiencia del ADN
extraido para el PCR es la integridad del material genético
obtenido que puede interferir con la hibridacién de los oli-
gonucleétidos a la cadena molde (Huijsmans et al. 2010),

9 10 11 12

Figura 1. Electroforesis de PCR- GAPDH con ADN obtenido a partir de TEP mediante la técnica de Extraccién por sales.

Carriles 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 10 muestran una senal de amplificacién de un fragmento de 600 pb del gen constitutivo humano
GAPDH. Los carriles 2 y 9 muestran degradacién de ADN con resultados negativos para el PCR. El carril 11 corresponde al
control positivo, el carril 12 al control negativo de la prueba y el carril 6 al Marcador de peso molecular (MP), con sehales cada

100 hasta 1000pb de Invitrogen® (C.N. 15628-019).
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dando resultados negativos (Figura 1, carriles 2 y 9) que, en
este trabajo, fueron el 79% de los ensayos de PCR- GAPDH,
con el protocolo de extraccién fendlica y QIAGEN, mientras
el 9%, con la técnica de extraccién por sales. Es posible que
estas diferencias obedezcan a factores, como la utilizacion
de xyleno para desparafinar, la temperatura de reaccion, las
concentraciones de proteinasa K y los remanentes de sol-
ventes organicos que inhiben la PCR. Cannavo et al. (2012)
mencionan que el 100% de amplificaciones del PCR fue po-
sible solamente en aquellos TEP que se desparafinaron sin
agregar el xyleno, en este caso, en los tres protocolos, se uti-
lizé el xyleno, ain cuando en menor proporcién en la técni-
ca de extraccion por sales. Las temperaturas oscilaron entre
100 y 120°C en los protocolos tradicionales, pero en la téc-
nica de extraccién por salado las temperaturas fueron entre
37 y 65°C; adicionalmente, en este protocolo se utilizaron al-
coholes en concentraciones descendientes y procedimientos
paulatinos de rehidratacion del tejido desparafinado, lo cual,
disminuy6 el dano causado al ADN extraido (Coura et al.
2005). La proteinasa K en altas concentraciones y los rema-
nentes de solventes organicos, como fenoles y alcoholes que
pueden contaminar el ADN, no solamente pueden afectar la
estructura del ADN, sino que son potenciales inhibidores de
la reaccién de PCR (Jiménez et al. 2007) incrementando, de
este modo, el porcentaje de resultados falsamente negativos.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se re-
comienda que a la hora de evaluar una metodologia eficiente
de extracciéon de ADN a partir de TEP, para su uso en técni-
cas moleculares, es necesario disenar un control interno del
PCR, que permita amplificar un fragmento de un gen cons-

genético que poseen las muestras embebidas en parafina es
necesario estudiar el principio quimico de cada metodologia,
pues aun cuando no sea la mas convencional, puede ser la
maés conveniente para el propésito de la investigacién. En
este caso, la técnica de extraccién por sales es un procedi-
miento que se encuentra disponible en los laboratorios de
biologia molecular, requiere de reactivos de bajo grado de
toxicidad para la salud humana y para el medio ambiente,
los reactivos son de bajo costo, con respecto a otros y su
facil ejecucion, son el valor agregado a la hora de evaluar
el éxito de esta técnica sobre otras, ampliamente utilizadas
para extraer ADN de TEP.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir
que la técnica mas eficiente para obtener ADN, a partir de
tejido mamario embebido en parafina y amplificar un frag-
mento de 600pb por PCR, fue la técnica de extraccion por
salado, a pesar de ser una metodologia poco convencional
para extraccién de ADN a partir de TEP.
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RESUMEN

La calidad del aire en ambientes internos puede estar in-
fluenciada por la presencia de agentes abidticos y bidticos,
entre los que se encuentran microorganismos, esporas, aca-
ros y polen, los cuales, son componentes naturales de es-
tos ambientes y pueden ser transportados, desde el exterior,
por particulas de polvo. Con este trabajo, se buscé evaluar
la presencia de microorganismos en el ambiente de la Bi-
blioteca Alfonso Patino Rosselli, Tunja (Boyacd) y establecer
cuéles de los géneros fungicos aislados podria representar
riesgo de biodeterioro sobre los documentos. Se empleé el
método de sedimentacién en placa, para el muestreo am-
biental, utilizando agar Sabouraud, para el aislamiento de
hongos y agar nutritivo, para bacterias, mientras que para
el muestreo de libros, se emple6 agar papa dextrosa, como
medio de cultivo. En el ambiente, la mayor diversidad estuvo
representada por los hongos, con 23 géneros aislados, con
predominio de Cladosporium spp., mientras que las leva-
duras fueron menos representativas, siendo Geotrichum, el
género predominante. En cuanto a las bacterias, las Gram
positivas fueron las méas abundantes, siendo Staphylococ-
cus el género mas frecuente de los 13 identificados, frente a
tres géneros de bacterias Gram negativas. Aspergillus spp.
y Penicillium spp. predominaron en las muestras de libros.
La concentracién microbiana del ambiente fue alta, aunque
se encontré dentro del limite de sanidad de lugares publicos,
para considerarlos como no contaminados; sin embargo, es
importante establecer medidas de control de estas pobla-
ciones microbianas y de las condiciones ambientales que
podrian favorecer su desarrollo.

Palabras clave: Aerobiologia, calidad microbiolégica, enfer-
medades respiratorias, microorganismos de bibliotecas.

SUMMARY

Air quality of indoor environments can be influenced by the
presence of biotic and abiotic agents such as microorganism,
spores, acari, and pollen, natural components in these
environments, which can be transported from the outdoor
air by dust particles.. The microorganisms present in the
environment of the Library Alfonso Patifo Rosselli, Tunja
(Boyacé) were evaluated and it was determinated which of the
isolated fungal genera could represent risk of biodeterioration
on the documents. The open Petri dish sedimentation
method was employed for the microbiological sampling,
using Sabouraud Agar for fungi isolation and Nutrient
Agar for bacteria, whereas for sampling of documents, the
Potato Dextrose Agar as culture media was utilized. In the
environment, the highest diversity was represented by fungi
with 23 isolated genera, predominating Cladosporium spp.,
whereas yeasts were less representative, with Geotrichum
the predominant genus. Regarding bacterial forms, Gram
positives were the most abundant, being Staphylococcus
the most prevalent genus of the 13 identified ones, with
respect to three genera of Gram negative. On books,
Aspergillus spp., and Penicillium spp. were the predominant
fungi. Microbial concentration of environment was high, but
within the limit of sanity of public places to be considered
as not contaminated; however, it is important to establish
control measures of these microbial populations and the
environmental conditions that could favor its development.

Key words: Aerobiology, microbial
diseases, library microorganisms.

quality, respiratory
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INTRODUCCION

La presencia de agentes abidticos y bidticos, entre los que se
encuentran microorganismos, esporas, acaros y polen, pue-
de influenciar la calidad del aire en ambientes internos, que
logran ser transportados desde el exterior, por particulas de
polvo (Labarrere et al. 2003). La concentraciéon de microor-
ganismos en lugares cerrados depende de diversos factores,
entre los cuales, la temperatura y la humedad relativa son
los principales. Otros, incluyen la microbiota presente en el
aire exterior, tipo de edificacién y su localizacién geogréfica,
numero de personas presentes y las actividades que reali-
zan, puntos locales de vegetacion, sistemas de ventilaciéon y
de limpieza del sitio (Shelton et al. 2002; Jones & Harrison,
2004; Pyrri & Kapsanaki-Gotsi, 2007; O’'Gorman & Fuller,
2008; Nevalainen & Morawska, 2009) y més especificamen-
te, en el caso de bibliotecas y de archivos, puede también
influir el estado de preservacién de libros y de documentos
(Maggi et al. 2000).

Hoy en dia, el conocimiento de la contaminacién microbiana
en ambientes internos es considerado como el mecanismo
mas elemental de prevenciéon de enfermedades, debido a
la influencia de los microorganismos sobre la salud de las
personas (Labarrere et al. 2003). Se ha reportado que géne-
ros bacterianos, como Bacillus, Pseudomonas y Staphylo-
coccus (Borrego et al. 2008) y fangicos, como Alternaria,
Aspergillus y Cladosporium pueden provocar diversas en-
fermedades en el hombre asociadas, principalmente, con
problemas respiratorios (Angelosante et al. 2007), en los que
la inhalacién es la principal via de infeccién (Chandra et al.
2005), ademas de originar irritaciones dérmicas y oculares
(Novaresi, 2009).

Las bacterias, se encuentran con mayor frecuencia en espa-
cios internos con respecto a los hongos; sin embargo, repre-
sentan un menor riesgo en el biodeterioro de documentos,
al requerir mayores condiciones de humedad (Valentin et al.
1990). Son varios los estudios que han evaluado la contami-
nacién fingica en ambientes internos (Hyvérinen et al. 2001;
Borrego et al. 2008, 2010a, 2011; Rojas et al. 2008; Toloza-
Moreno & Lizarazo-Forero, 2011), encontrando, como los
mas frecuentes, los géneros Aspergillus, Cladosporium, Mu-
cor'y Penicillium.

Por otro lado, autores como Gallo (1993), Borrego et al.
(2008, 2010a) han demostrado que la mayoria de hongos
de ambientes internos presentan actividad celulolitica, pro-
teolitica y amilolitica, producen acidos, excretan pigmentos y
forman biopeliculas sobre el papel, lo que acelera su deterio-
ro en condiciones de temperatura y de humedad adecuadas
de almacenamiento.

En esta investigacién, se evalud la presencia de microorga-

nismos en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patino Rosse-
lli, Tunja-Boyacé y se determinaron cuéles géneros fungicos
podrian estar representando riesgo de biodeterioro sobre los
documentos que alli se encuentran.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La calidad microbiolégica del ambiente, se
evalud en la Biblioteca Alfonso Patino Rosselli, ubicada en el
Claustro de San Agustin, Tunja-Boyacé (Colombia). La bi-
blioteca fue fundada en 1984 por el Banco de la Republica y
cuenta, hoy en dia, con una coleccién de aproximadamente
52.000 titulos (Centro Virtual de Noticias, 2006).

Aislamiento de microorganismos. La concentracién micro-
biolégica del ambiente de la biblioteca, se evalué realizando
seis muestreos en periodos distintos de 2011, en los cua-
les, se empled el método gravimétrico de sedimentacién en
placa propuesto por Omeliansky (Bogomolova & Kirtsideli,
2009). Se establecieron en total cinco puntos de muestreo,
siguiendo un modelo diagonal.

Cada punto fue muestreado por triplicado, por cada medio
de cultivo, con exposicién al ambiente por 30 minutos de ca-
jas de Petri (90 mm), con agar glucosa de Sabouraud, suple-
mentado con cloranfenicol, para el aislamiento de hongos
y agar nutritivo, para bacterias. Las cajas fueron ubicadas a
una altura aproximada de 2,0 m del suelo y los muestreos se
realizaron hacia las 10:00 horas. Adicionalmente, se toma-
ron datos de temperatura y de humedad relativa del ambien-
te, empleando un Medidor Atmosférico-Davis®.

Las cajas con agar glucosa de Sabouraud fueron incubadas
a 28 = 2°C, entre cinco y siete dias y las de agar nutritivo,
a 35 = 2°C, por 24 a 72 horas. Posteriormente, se cuantifi-
caron las unidades formadoras de colonia por metro ctubico
de aire (UFC m™), tanto para mohos, levaduras y bacterias,
con previa realizacion de tincion de Gram, para distinguir en-
tre bacterias y levaduras que crecieron en las cajas de agar
nutritivo, de acuerdo a la férmula propuesta por Omeliansky
(Bogomolova & Kirtsideli, 2009):

N= 5ax 10" (bt)"

donde: N: UFC m? de aire en el ambiente, a: nUmero de co-
lonias por caja de Petri, b: superficie de la caja de Petri (cm?),
t: tiempo de exposicion (minutos).

Se hall6 la densidad relativa (DR) de los géneros microbia-
nos aislados, de acuerdo con la férmula de Smith (Borrego
et al. 2010a):

DR= (Numero de colonias del género o especie / Nimero
total de colonias de todos los géneros o especies) * 100
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Aislamiento de hongos a partir de libros. En un muestreo
adicional (muestreo siete), se tomé aleatoriamente una
muestra representativa del total de libros de la biblioteca,
con un intervalo de confianza del 90%. Las muestras se to-
maron con hisopos estériles humedecidos en solucién de
Cloruro de Sodio (NaCl 0,85%). Cada documento fue mues-
treado por duplicado y se emple6 agar papa dextrosa (PDA),
como medio de cultivo. Las cajas se incubaron a 28 = 2°C
por siete dias.

Identificacién de microorganismos aislados. Cada morfotipo
aislado fue descrito macroscépicamente. Los aislados fun-
gicos se describieron al microscopio y se realizaron monta-
jes con azul de lactofenol, mediante la técnica de impronta
(Schaechter et al. 2006) y microcultivos, y para su identi-
ficacion hasta género, se utilizaron las claves taxonémicas
de Barnett (1960) y Domsh et al. (1980a, b). Las levaduras
fueron descritas con tincion de Gram y montajes en fresco
entre ldmina y laminilla con azul de lactofenol e identificadas
de acuerdo con Carrillo (2003) y Kirk et al. (2008).

Las caracteristicas microscoépicas de las bacterias y su iden-
tificacion hasta género, se determinaron por tincién de Gram
y siembra en medios selectivos y pruebas bioquimicas con-
vencionales. Los resultados, se corroboraron con las ca-
racteristicas bioquimicas, sefialadas por Finegold & Martin
(1983) y Madigan et al. (2006).

Andlisis estadistico. Para establecer diferencias estadisticas
significativas entre la concentracién microbiolégica del aire
en el interior de la biblioteca a lo largo del estudio en los di-
ferentes muestreos, se emple6 un ANOVA multifactorial, con
un nivel de significancia del 0,05 y se hizo la transformacién
de los datos, para cumplir con el supuesto de homoceasti-
cidad. Se empleé el programa estadistico R Versién 2.14.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Humedad relativa y temperatura del ambiente. En el interior
de la biblioteca, se registré en promedio una humedad relati-
va de 59,0% (+ 5,10) y una temperatura de 19,7°C (+ 4,84).
Estas variables fueron constantes a lo largo del muestreo,
en los distintos periodos del ano, los cuales, presentaron, en
general, estaciéon seca. En julio, se evidencié la mayor hume-
dad, mientras que la mayor temperatura se registré6 en mayo
y noviembre (Tabla 1).

La humedad relativa se encontr6 en el limite del rango 6p-
timo, senalado por Gallo (1993), quien considera que entre
un 60-90% se puede dar el desarrollo de hongos y causar
alteraciones en documentos y es menor al 85%, requerida
para el crecimiento bacteriano. Entre tanto, la temperatura
del ambiente fue adecuada, al considerar que la apropiada
para almacenar documentos impresos y en formato electré-
nico estd entre 16 y 21°Cy entre 18 y 20°C, respectivamente,

Tabla 1. Humedad relativa (HR) y temperatura (°T) registradas en el ambiente interno de la biblioteca Alfonso Patino Rosselli.
Se muestra el promedio aritmético y la desviacién estandar (+) de cada variable.

HR (%)

OT (OC)

50,82 (* 3,17)

19,41 (+ 0,72)

58,47 (* 3,25)

20,00 (= 1,50)

61,10 (= 3,06)

18,58 (= 1,39)

63,07 (= 2,81)

18,52 (= 0,50)

60,67 (= 1,84)

19,41 (= 0,57)

62,25 (= 0,96)

20,00 (= 0,64)

Muestreo Mes *
1 Enero
2 Mayo
3 Junio
4 Julio
5 Agosto
6 Noviembre
7 Diciembre

59,00 (= 5,10)

19,69 (= 4,84)

*Para realizar los muestreos, se establecieron tres periodos distintos del ano: uno al

principio, otro a mitad de ano y otro al final, buscando establecer posibles variacio-
nes de concentraciones microbianas en el ambiente.
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con el fin de que no se presente deterioro por microorga-
nismos (Borrell et al. 2005). La contaminacién microbiana
de ambientes internos puede ser favorecida por factores,
como humedad elevada, ventilacién reducida y temperatura,
un sustrato como papel que proporcione, principalmente a
los hongos, nutrientes necesarios, como celulosa (Aira et al.
2006) y por la presencia de polvo (Shelton et al. 2002).

Contaminacién microbiana. El mayor porcentaje de microor-
ganismos correspondio a las formas fngicas, con un 44,9%,
mientras que las bacterias y levaduras, en un 41,5% y 13,6%,
respectivamente. Asimismo, los mohos representaron la ma-
yor diversidad, aislandose 23 géneros, en una concentracion
entre 31,4y 139,7 UFC m”.

La concentracién microbiana de la biblioteca fue similar a la
reportada por autores, como Borrego et al. (2008, 2010a,
b); Bogomolova & Kirtsideli (2009) y Toloza-Moreno & Li-
zarazo-Forero (2011), quienes han evaluado la calidad mi-
crobiana en ambientes cerrados, mediante la técnica de se-

spp.
5,24%

Alternaria spp.
6.85%

Otros:

Haplosporangium spp. (4,44%)
Paecilomycesspp. (3,23%)
Chalaropsis spp. (2,42%)
Syncephalastrum spp. (2,02%)
Verticillium spp. (2,02%)
Rhizopusspp. (1,21%)
Pentasporium spp. (1,21%)

Aegerita spp. (0,81%)

Aspergillus

dimentacién en placa; sin embargo, esta concentracién fue
inferior a la sefialada por la Organizacién Mundial de la Salud
(Nevalainen & Morawska, 2009), que considera un ambiente
interno contaminado aquel que presente una concentracion
microbiana superior a 1000 UFC m”.

Caracterizacién fingica en el ambiente. No se presentaron
diferencias estadisticamente significativas de las UFC fangi-
cas aisladas entre los diferentes muestreos (F,g,= 13,289,
p= 1,537e-09). El género predominante fue Cladosporium
(21,0%), seguido de Acremonium (15,7%) y Penicillium
(12,9%), mientras que los demés géneros aislados presenta-
ron una porcentaje de alrededor del 10% o menos (Figura 1).

La abundancia de esporas de Cladosporium spp. fue mayor
en el primer muestreo, a partir del cual, se present6 una dis-
minucién hasta el final del estudio, con una concentracion
de UFC, que oscilé entre 62,9 y 1,7 UFC m>. Para los gé-
neros Acremonium y Penicillium, la variacion mensual en la
concentracion de esporas no fue constante, siendo mayor en

Bactrodesmiellaspp. (0,81%)
Monilia spp. (0,81%)

Bispora spp. (0,40%)
Chaetomium spp. (0,40%)
Curvularia spp. (0,40%)
Fusariumspp. (0,40%)
Gliocladium spp. (0,40%)

Nigrospora spp. (0,40%)

Figura 1. Densidad relativa de los géneros fangicos aislados en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patino Rosselli.
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noviembre, con 24,5 UFC m>, para los dos géneros, cuando
se registré una alta humedad relativa y alta temperatura del
ambiente (62,3%, 20 °C, respectivamente) y fue menor, para
Acremonium, en junio y para Penicillium, en agosto, con 1,7
dFC m’3, cuando se presento6 la menor humedad registrada
(Figura 2).

Cladosporium y Penicillium fueron los géneros fungicos
maés representativos en el ambiente y han sido también re-
portados por otros autores en ambientes internos (Pitzurra et
al. 1999; Shelton et al. 2002; Aira et al. 2006; Borrego et al.
2008, 2010a, b; Rojas et al. 2008; Bogomolova & Kirtsideli,
2009; Toloza-Moreno & Lizarazo-Forero, 2011). Estos géne-
ros incluyen especies patdgenas oportunistas de importan-
cia en salud publica, al estar asociados con enfermedades
respiratorias alérgicas, especialmente, asma y rinitis (Kurup
et al. 2000; Haleem Khan et al. 2009; Nevalainen & Mo-
rawska, 2009). Acremonium también fue predominante; sin
embargo, a pesar que de igual forma se ha aislado en otros

estudios (Nugari & Roccardi, 2001), no se ha registrado en
alta frecuencia en el ambiente.

La concentracién de levaduras aisladas, se registré entre 7,0
y 43,7 UFC m>, con Geotrichum, como género predomi-
nante y, en menor proporcién, Rhodotorula y Candida. El
numero no fue estadisticamente significativo durante los dis-
tintos muestreos (Fsg,= 3,3642, p= 0,008083); no obstan-
te, su abundancia vari6 entre los muestreos, en donde Geo-
trichum spp. fue més frecuente en agosto, con 38,4 UFC
m’3, cuando se presenté una humedad de 60,7%, mientras
que Rhodotorula spp., se evidencié con mayor frecuencia en
enero y julio, con 7,0 UFC m”. Los aislamientos de Candida
spp. fueron escasos, registrados Gnicamente en enero y en
mayo.

Caracterizacién bacteriana en el ambiente. Se registraron
once géneros bacterianos, en una concentracion entre 33,2 y
118,8 UFC m”. Las UFC bacterianas no variaron estadistica-

70 1 1Cladosporiumspp. 39 4 Acremoniumspp.
60
25 1
50 50
0 4
£ 40
(8] :
L 30 15
20 10 1
10 5 1
0 0 A
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Muestreos Muestreos
30 - Penicillium spp.
25 1
© 20 A
£
0O 45
/'8
= 10 -
5 -
0 -
1 2 3 4 5 6
Muestreos

Figura 2. Variacién en la concentracién de los géneros fingicos predominantes en el interior de la Biblioteca Alfonso Patifio

Rosselli. Las barras representan el error estandar de la media.
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mente durante el muestreo (F;g,= 5,7227, p= 0,0001363);
sin embargo, las bacterias Gram positivas predominaron con
un 92,1%, con respecto a las bacterias Gram negativas ais-
ladas.

Una mayor prevalencia de bacterias Gram positivas ha sido
registrada también por Borrego et al. (2008, 2010a, b) y se
ha reportado que producen varias de las enfermedades bac-
terianas trasmitidas por el aire, principalmente, a su mayor
supervivencia en este ambiente (Zhu et al. 2003). También
pueden ingresar al interior de los locales a causa de la acti-
vidad del hombre, ya que muchas de ellas se encuentran en
la piel y en las mucosas (Borrego et al. 2008) y pueden ser
transportadas por el polvo presente en el piso (Goh et al.
2000).

Otros:

Acinetobacterspp. (4,37%) Lactobacillus spp. (1,75%)

Bacillus spp.(3,93%) Streptococcusspp. (1,31%)
Pseudomonasspp. (1,75%) Streptomyces spp. (0,44%)

Neisseria spp. (1,75%)

Figura 3. Densidad relativa de los géneros bacterianos aisla-
dos en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patifio Rosselli.

El género bacteriano con mayor abundancia fue Staphylo-
coccus (44,5%), seguido de Micrococcus y Kurthia, con un
17,5 y 17,0%, respectivamente. Aerococcus spp., se regis-
tré en un 6,1%, mientras que los siete géneros restantes, se
presentaron en menos del 5,0% (Figura 3). Staphylococcus
spp., se registré durante el muestreo, aislandose principal-
mente en julio, con 45,4 UFC m” (Figura 4). Entre las bacte-
rias Gram negativas, se aislaron los géneros Acinetobacter,
Pseudomonas y Neisseria, que se presentaron en baja den-
sidad. Los géneros Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Streptococcus han sido también aislados en otros ambientes
cerrados (Labarrere et al. 2003; Borrego et al. 2008, 2010a,
b) y algunas de sus especies estédn asociadas con problemas,
bésicamente, respiratorios (Borrego et al. 2010a).

_ Staphylococcus spp.

30 A
20 A

UFC m-3

1 2 3 4 5 6
Muestreos

60 - Micrococcus spp.
50 A

30
20 -
10 -

1 2 3 4 5 6

Muestreos

Figura 4. Variacién en la concentraciéon de los géneros bac-
terianos predominantes en el interior de la Biblioteca Alfonso
Patino Rosselli. Las barras representan el error estandar de
la media.
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Carga flingica aislada de la coleccion bibliogréfica. Se aisla-
ron en total nueve géneros de hongos filamentosos, a partir
de 166 colonias aisladas. La figura 5 muestra que el género
Aspergillus fue el méas aislado, representando un 36,1% del
total de las colonias fingicas, seguido de Penicillium spp.
(18,7%) y Trichoderma spp. (16,9%). También, se aislaron
hongos con una importante actividad celulolitica, como Cla-
dosporium, Alternaria, Chaetomium, que junto a los géne-
ros Aspergillus y Penicillum representan un riesgo para las
colecciones de libros y de documentos (Zyska, 1997; Florian
& Manning, 2000; Szczepanowska & Cavaliere, 2000, Gor-
bushina et al. 2004).

La degradacion del papel involucra la descomposiciéon de
tintas orgénicas y de aditivos (encolantes, abrillantadores 6p-
ticos), apresto (almidén o proteina) y revestimientos, ademas
de las fibras de celulosa. Entre los agentes microbianos mas
importantes implicados en el biodeterioro de documentos
almacenados, se encuentran los hongos (Rojas et al. 2009)
y su desarrollo en el papel esté regulado por las condiciones
de temperatura y de humedad del sitio de almacenamiento
(Giraldo et al. 2009).

Chalaropsis spp.
7,83%

Cladosporium spp.
8,43%

Otros:

Haplosporangium spp. (3,61%)

Mucorspp. (3,61%)

Penicillium spp.
18,67%

La presencia de los géneros Aspergillus y Penicillium en los
libros, se podria relacionar con su prevalencia en el ambiente
de la biblioteca, a pesar de no haber sido los més abundan-
tes. Se conoce que estos géneros son ubicuos y presentan
elevada adaptabilidad metabdlica (Zyska, 1997; Lugauskas
et al. 2003) y han sido reportados, junto a otros, como res-
ponsables de biodeterioro de materiales organicos (Nugari
& Roccardi, 2001; Borrego et al. 2011). Asimismo, Valentin
et al. (1990) mencionan que los hongos germinan en papel
en temperaturas de 14°C a 35°C y humedad superior al 65%.

Algunos autores han detectado y caracterizado compues-
tos metabdlicos volétiles producidos por la actividad de los
hongos sobre el papel (Canhoto et al. 2004). Los géneros
Alternaria, Chaetomium y Cladosporium identificados en
este estudio, se caracterizan por la produccién de diferentes
enzimas implicadas en patogénesis de plantas, que podrian
ser extrapolados en el proceso de biodeterioro del papel, asi
como se ha detectado actividad enziméatica en la produccién
de proteasas y de amilasas, por parte de estos géneros (Das
et al. 1997; Baraznenok et al. 1999; Rojas et al. 2009). Para
futuras investigaciones, se pretende realizar la determinacion

Alternaria spp. (2,41%)

Chaetomium spp. (2,41%)

Figura 5. Densidad relativa de los géneros fangicos aislados de la coleccién bibliogréfica.
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de los agentes causales hasta el nivel de especie, asi como
el mecanismo que podrian estar causando el biodeterioro de
los documentos.

A pesar que la concentracién microbiana de la biblioteca no
es superior a 1000 UFC m”, para considerarla como un am-
biente contaminado, es importante controlar las poblacio-
nes de microorganismos presentes en el ambiente (Giraldo
et al. 2009) y, de igual manera, controlar las condiciones de
temperatura y de humedad relativa, mediante el empleo de
humificadores o ventiladores, que podrian favorecer su desa-
rrollo. Aspectos como el tiempo de exposicion de las perso-
nas al ambiente y sus caracteristicas inmunoldgicas podrian
incidir en la sintomatologia de enfermedades respiratorias
(Nevalainen & Morawska, 2009), por lo que el aislamiento
de los microorganismos presentes en ambientes cerrados es
fundamental para desarrollar programas de control y de pre-
vencion de la salud del personal y para evitar el biodeterioro
del material bibliogréfico.
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RESUMEN

El tratamiento médico de la cirrosis es de caréacter paliativo,
siendo el trasplante de higado la Gnica opcién de curacién a
largo plazo, aunque poco disponible. No se ha establecido un
régimen terapéutico eficaz que permita evitar la progresiéon a
cirrosis. Se evalué el efecto del citrato de sildenafil (CS) en la
fibrogénesis de ratas Wistar con dano hepatico, inducido con
tetracloruro de carbono (CCL4). El proyecto fue avalado por
el comité de ética para la experimentacién con animales de
la Universidad de Caldas. Se distribuyeron siete tratamientos:
Control (sin medicamentos); control CCL4; CS 10mg/kg; CS
25mg/kg; CS 50mg/kg; CCL4 + CS 10mg/kg; CCL4 + CS
25mg/kg; CCL4 + CS 50mg/kg. El CCL4, se administré dos
veces por semana via subcutanea (SC), mientras que el CS,
tres veces por semana, via intraperitoneal (IP). Se cuantificd
la enzima aspartato aminotransferasa (AST) y se realizd
histopatologia cada dos semanas. El andlisis de resultados,
se efectué mediante un anélisis de varianza unifactorial. El
nivel de significancia estadistica fue tomado como P<0.05.
Se encontr6 que los tratamientos CCL4 + CS tenian
incrementos importantes de la AST, siendo la dosis 10mg/kg
la que presenté un aumento estadisticamente significativo
(P<0.05). No se observaron diferencias significativas en la
evaluacién histopatolégica de las variables infiltracién celular,
vacuolizacién y fibrosis, al comparar los tratamientos CCL4
+ CS y su respectivo grupo control. El tratamiento con CS
no alterd la progresion de la fibrogénesis hepética y aumenté

de manera significativa los niveles de AST, sugiriendo un
posible efecto téxico.

Palabras clave: CCL4, fibrogénesis hepética, histopatologia,
AST.

SUMMARY

Medical treatment of cirrhosis is palliative, being the hepatic
transplant the only long-term cure but although not an
accessible alternative. No effective therapeutic regimen
that could prevent the progression of cirrhosis has been
established. The effect of the sildenafil citrate (SC) was
evaluated in Wistar rats with hepatic damage induced
with carbon tetrachloride (CCL4). The project had the
support of the ethic committee of the University of Caldas
to experiment with animals.The animals were distributed in
seven treatments. Normal control (No medicine); control
CCL4; CS 10mg/kg; SC 25mg/kg; SC 50mg/kg; CCL4 + SC
10mg/kg; CCL4 + SC 25mg/kg; CCL4 + SC 50mg/kg. The
CCL4 was given twice a week through subcutaneous route,
meanwhile the SC was administered within the peritoneum
(IP) route three times a week. Samples for the plasmatic
measurement were taken of the aspartato aminotransferase
(AST), as well as the histopathology tests every two weeks.
The analysis of the results was done through an analysis of
unifactorial variance. The level of statistical significance was
taken as P<0.05. It was found that treatments of CCL4 +
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SC showed important increases of the enzyme AST, being
the dose 10mg/kg the one with a statistically significant
increase (P<0.05). Significant differences were not observed
in the histopathology evaluation of the variables of cellular
infiltration, vacuolization and fibrosis when comparing the
treatments CCL4 + SC with its respective control group.
The treatment with SC did not affect the progression of the
hepatic fibrogenesis and noticeably increased the levels of
AST, suggesting a possible toxic effect.

Key words: CCL4, hepatic fibrogénesis, histopatology, AST.

INTRODUCCION

Un porcentaje importante (2-3%) de la poblacién mundial sufre
algun tipo de enfermedad hepética crénica, caracterizada
por fibrosis progresiva y cirrosis, como resultado final (Ji et
al. 2005).

La cirrosis hepética tiene un gran impacto clinico, debido
a que: 1) 170 millones de pacientes alrededor del mundo
se encuentran afectados por alguna forma de enfermedad
hepética crénica (EHC) y, dentro de este grupo, el 25 —
30% es de esperar que desarrollen fibrosis y eventualmente
cirrosis; 2) la cirrosis hepética es, entre las enfermedades del
tracto gastrointestinal, la causa no neoplasica méas comun
de muerte en Europa y en USA y representa la séptima causa
de muerte en los paises occidentales; 3) la mortalidad es atin
mayor, debido a que la cirrosis predispone al desarrollo de
carcinoma hepatocelular (CHC), siendo el quinto cancer méas
frecuente y la tercera causa de muerte cancerigena alrededor
del mundo vy, 4) anélisis epidemiolégicos predicen un pico
para las EHCs (incluyendo CHC) en la préxima década, con
un incremento en los pacientes que llegaran al estado final
de la enfermedad (Forbes & Parola, 2011).

Cuando la cirrosis esté bien establecida, la sobrevida del pa-
ciente no supera el afno. Los tratamientos médicos disponi-
bles para la enfermedad hepética crénica son de caréacter
paliativo y casi siempre son inefectivos, con el trasplante de
higado, como Unica opcién de brindar una expectativa de
vida a largo plazo, aunque esta alternativa es muy costosa y
limitada a unos pocos pacientes (Albanis et al. 2003).

La activacion de las células hepéticas estrelladas constituye
la piedra angular de la patogenia en la fibrosis hepética.
Estas células perisinusoidales son estructuras quiescentes
que almacenan vitamina A en condiciones normales,
pero se diferencian a células contréctiles, proliferativas y
fibrogénicas, productoras de matriz extracelular en exceso,
en el paciente cirrético. Los mediadores claves en la
activacion de células hepéaticas estrelladas incluyen una serie
de citoquinas, intermediarios reactivos de oxigeno y otras
senales paracrinas y autocrinas (Bonis et al. 2001).

Durante la injuria hepatica las concentraciones de
endotelina aumentan promoviendo la proliferacién de las
células estrelladas. Paralelo, se presenta una reduccién del
oxido nitrico (ON), derivado de las células endoteliales; el
ON antagoniza el efecto de la endotelina sobre las células
hepéticas estrelladas. El resultado de este imbalance es una
proliferacién descontrolada de este tipo de células con gran
liberacién de matriz extracelular y un invariable incremento
de la resistencia sinusoidal, que contribuye a la hipertensién
portal (Iredale, 2003).

Existen opiniones controversiales respecto a la utilidad
que tendria el ON en revertir la fibrogenesis hepatica.
Experimentos in vivo muestran que el ON tiene efectos
hepatoprotectores, aunque producido en grandes cantidades
o crénicamente puede actuar como un mediador citotéxico
e inducir dano hepético (Mayoral et al. 1999). El ON protege
al higado inhibiendo la activacién de la caspasa, a través de
modificaciones de residuos de cistina en los sitios de accién
de esta enzima, proceso conocido como S-nitrolizacion,
que es particularmente eficiente en hepatocitos y células
endoteliales. También puede activar la guanil ciclasa (sGC),
que lidera la sintesis de guanilmonofosfato ciclico (cGMP) y
tiene una actividad anti-apoptética en los hepatocitos y es
la responsable de desencadenar vasodilataciéon (Rockey &
Shah, 2004).

El efecto vasodilatador del ON esté limitado por la enzima
fosfodiesteraza 5 (PDE-5) (Bender & Beavo, 2006). Loureiro-
Silva et al. (2006) afirman que la PDE-5 modula el tono
intrahepatico vascular en higados normales y que su sobre
expresion esté involucrada en la reduccién de la respuesta
vasodilatadora mediada por el ON en higados cirréticos
de ratas; estos investigadores postulan que los inhibidores
de la PDE-5 pueden ser Utiles para reducir la resistencia
intrahepéatica vascular incrementada en la cirrosis, debido
a que potencian los efectos vasodilatadores endégenos y
exégenos del ON, aumentando el flujo vascular.

El Citrato de Sildenafil (CS) un agente vasodilatador que
inhibe la enzima PDE-5, lo que incrementa los niveles de ON;
ha sido ampliamente utilizado para tratar la disfuncién eréctil
y se emplea, experimentalmente, como estrategia en el
mejoramiento de la funcién endotelial (Tomasoni et al. 2010),
en pacientes con falla cardiaca e hipertensién pulmonar
reactiva (Dumitrescu et al. 2012), en la fibrosis pulmonar
inducida con bleomicina en modelos murinos (Yildirim et
al. 2010) y en el manejo de enfermedades autoinmunes
(Shenoy & Agarwal, 2010), problemas cardiovasculares de
arterias coronarias (Reyna-Villasmil et al. 2008; Halcox et al.
2002), entre otros.

Se ha encontrado que en caninos con hipertensién pulmonar
(HTP), el CS reduce la presion arterial pulmonar (PAP),
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incrementa la actividad fisica y mejora la calidad de vida y la
supervivencia (Brown et al. 2010; Bach et al. 2006; Kellum
& Stepien, 2007), convirtiéndose en una opcién razonable
de tratamiento para perros que tienen HTP; sin embargo, no
se conocen reportes de su uso en la enfermedad hepética en
pequehos animales.

El protocolo para inducir dafno hepético con tetracloruro de
carbono (CCL4) ha sido ampliamente utilizado y garantiza
la produccién de cirrosis hepética (Proctor & Chatamra,
1984). Este protocolo constituye uno de los métodos mas
confiables para evaluar el efecto terapéutico antifibrético.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del CS
sobre los niveles de AST y la fibrogénesis en un modelo de
experimentacién murino de dano hepético inducido con
CCLA4.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento, se llevd a cabo en las instalaciones
del Bioterio de la Universidad de Caldas, ubicada en la
ciudad de Manizales, a 2.150 m.s.n.m., con temperatura

Tabla 1. Tratamientos experimentales.

promedio de 20°C y humedad relativa de 78%. Los anélisis
histopatolégicos y sanguineos fueron realizados en los
laboratorios de Patologia Veterinaria y Patologia Clinica de la
misma institucién. El proyecto fue aprobado por el comité de
ética de la Universidad de Caldas.

Se utilizaron 94 ratas Wistar, con un peso inicial aproximado
de 200g y ocho meses de edad, procedentes del bioterio
de la Universidad de Caldas. Se distribuyeron en 28 cajas
plasticas transparentes (37,5cm x 57,5cm x 37,0cm), bajo
una temperatura constante de 26°C y humedad relativa
de 75%. El piso de cada caja, se cubri6 con cascarilla de
arroz como cama y se hizo recambio tres veces por semana.
Los animales tuvieron acceso al agua y alimento (Agrinal®
Rodentina) ad libitum, durante todo el experimento.

Los animales, se distribuyeron en siete tratamientos (Tabla
1), organizados en un Diseno Irrestrictamente al Azar,
conformados por cuatro repeticiones y cuatro animales por
unidad experimental.

La induccién del dafo hepéatico, se realiz6 con la aplicacién
de Tetracloruro de Carbono (CCL4), segln el protocolo de

Tratamiento CCL4 Citrato de Sildenafil (CS) Dosis
TO Control - - -
T1 CCL4 + - -
T2 Sanos + C.S. - + 10mg/kg v.p.
T3 Sanos + C.S. - + 25mg/kg v.p
T4 Sanos + C.S. - + 50mg/kg v.p
T5 CCL4 + C.S. + + 10mg/kg v.p
T6 CCL4 + C.S. + + 25mg/kg v.p
T7 CCL4 + CS. + + 50mg/kg v.p
- No aplica
+ Si aplica

Proctor & Chatamra (1984); se aplic6 el CCl4 mezclado con
aceite de oliva, en una proporcién de 1:1; esta mezcla, se
inyecto tres veces por semana a la dosis de 1ml/kg de peso
corporal por via SC, durante ocho semanas, tiempo, en el
cual, se evalud la progresion de la enfermedad hepética.

La solucién de CS, se prepar6 segun el protocolo de
Behn & Potter (2001); se utiliz6 una técnica aséptica, se
pulverizaron tabletas de CS 50mg (Sildenafil Lab. Mk®), con
mortero y pistilo hasta obtener un fino polvo. El polvo fue
mezclado con solucién salina 0,9%, para conseguir una
solucién homogénea, que se filtré con papel filtro de 40um

y se almacend en recipientes plasticos estériles. Una vez
obtenida la solucién, se procedié a inyectar a los animales
via IP, tres veces por semana, a una dosis de 10, 25 y 50mg/
kg, de acuerdo al tratamiento correspondiente, durante un
periodo de seis semanas y a partir de la segunda semana de
recibir el téxico. Los animales fueron pesados previamente
a la aplicacién del medicamento para asegurar una dosis
apropiada del mismo.

En las semanas cuatro, seis y ocho, se sacrificé un animal

por unidad experimental. La eutanasia, se realiz6 con una
. ® 7

sobredosis de Isofuorano (Isorane Lab. Abbot "), segin lo
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establecido por la American Veterinary Association (2007).
Una vez logrado el paro cardiorrespiratorio, se tomoé la
muestra de sangre por puncién intracardiaca y se deposité en
un tubo sin anticoagulante (Kenxin”x 6ml). Posteriormente,
se hizo necropsia y se tomé una muestra de higado, para
el estudio histopatolégico. Se registraron los hallazgos
macroscépicos. Para la preservacion de las muestras, se
utiliz6 formol buferado al 10%.

Las muestras de sangre, se centrifugaron a 2000 rpm,
durante 15 minutos, para la obtencién de suero. Se realizé la

Tabla 2. Calificacién de los estadios del dano hepatico.

medicién de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) en
un espectrofotémetro Biosystem®.

Las muestras de higado fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina. Para realizar la lectura de las placas de histopatologia,
se tuvo en cuenta el grado de actividad o severidad de la
inflamacion, la vacuolizacién y la fibrosis, en una escala de
valores de cero a tres, en donde cero representa ninguna
actividad y tres, actividad necroinflamatoria masiva (Tabla 2),
segun lo reportado por Cruz-Amaya et al. (2011) y se adapto
el sistema marcador METAVIR (Theise, 2007).

ftem 0 1 2 3
Actividad inflamatoria Ninguna Leve Moderada Severa
Vacuolizacion Ninguna Leve Moderada Severa
Fibrosis Ninguna Leve Moderada Severa

Las diferencias estadisticas entre grupos de tratamiento
fueron determinadas, utilizando un anélisis de varianza
unifactorial. El nivel de significancia estadistica fue tomado
como P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo ningn tratamiento alteré la progresion de la
fibrogénesis hepética inducida por el CCL4 y no se observaron
diferencias significativas en la evaluacion histopatolégica de
las variables infiltracion celular, vacuolizacién y fibrosis al
comparar los tratamientos CCL4 + CS en las dosis de 10,
25 y 50mg/kg con su respectivo grupo control (Figura 1).

La evaluacién histopatoldgica realizada, segin lo reportado
por Cruz-Amaya et al. (2011), mostr6 marcada a severa
vacuolizacién acompafada de degeneracién grasa o
hidrépica centrolobulillar, asi como fibrosis centrolobulillar y
puentes fibréticos de comunicacién porto-central en todos
los tratamientos, en los cuales, el CCL4 estaba presente.
Estos hallazgos fueron mas notorios en el tratamiento CCL4
+ 10mg/kg de CS (Figura 1).

Por otra parte, al evaluar el efecto de tratamiento sobre la
enzima plasmatica AST, se encontré que los tratamientos
de CCL4 y CS en las dosis de 10, 25 y 50mg/kg tenian
incrementos importantes de la enzima, siendo la dosis 10
mg/kg de CS la que presenté un aumento estadisticamente
significativo (Figura 2), indicando, posiblemente, que
el suministro del farmaco junto con CCL4 produjo un
sinergismo de potenciacion téxica.

En este experimento, no se observaron signos clinicos
caracteristicos de cirrosis, como ascitis o ictericia; en general,
la poblacién evaluada no presenté signos de enfermedad. De
igual forma, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en las variables peso y consumo de alimento.

Existe una experiencia clinica considerable con el uso del CS,
como vasodilatador en situaciones diversas, que incluyen
la disfuncién eréctil y la hipertensién pulmonar (Corbin et
al. 2002; Oliver et al. 2006; Spring et al. 2008), lo que ha
generado gran interés en establecer si este farmaco puede
contrarrestar la hipertension portal y la fibrogénesis en el
paciente cirrético.

Una gran controversia gira en torno al hecho de manipular
terapéuticamente los niveles de ON en el paciente cirrético,
debido a que estos niveles estarian disminuidos a nivel
hepético en dichos pacientes, pero no a nivel sistémico y
un aumento de esta molécula en toda la economia esta
asociada, al parecer, a mayor deterioro hepético (Atucha et
al. 2005).

En este trabajo, la administracion IP de CS no alter6 la
progresién de la fibrogénesis hepética. Por el contrario,
algunos investigadores consideran que la administracién
oral de farmacos que incrementan los niveles de ON puede
modificar no solamente el aumento de la resistencia hepatica
sino también ejercer una accién antifibrogénica por inhibicién
de la proliferacién, la motilidad y la contractilidad de las
células hepéticas estrelladas, reduciendo la acumulacién de
matriz extracelular fibrilar y retrasando la progresiéon de la
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Figura 1. Hallazgos histopatolégicos - semana 8 de tratamiento. (A) Control TO, SE puede observar el higado normal
(magnificacion 100x). (B) Control CCl4, se observa fibrosis (F) uniendo venas centrales (vc) con moderada a severa
vacuolizacién (V) centrolobulillar (magnificacién 400x). (C) Tratamiento T2, leves cambios microcirculatorios asociados a
congestiéon centrolobulillar (cc) (magnificacion 400x). (D) Tratamiento T5, moderados cambios microcirculatorios y grasos
o hidrépicos, hepatopatia crénica con severa degeneracién grasa y fibrosis centrolobulillar (Fc) (magnificacion 400x).
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Figura 2. Niveles plasméticos de AST en cada tratamiento (valores normales 96 -153 dl/l).
*Diferencia estadisticamente significativa (P=0.000002).
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cirrosis (Bosch et al. 2003; Failli et al. 2000); no obstante, en
este trabajo, los cambios histopatolégicos en los animales
tratados con CS ip no evidenciaron disminucién en la
fibrogénesis, al compararlos con su respectivo grupo control
(Figura 1).

Loureiro-Silva et al. (2006) describen que en el higado
cirrético existe una sobreexpresiéon de la PDE-5, enzima
que limita el efecto vasodilatador del ON al degradar
selectivamente la guanosina monofosfato ciclica (GMPc), la
cual, en condiciones normales es activada por el ON, lo que
resulta en una secuencia de eventos que culminan con la
relajacion y la vasodilatacién endotelial.

Por estas razones, se cree que la terapia con el CS al
incrementar los niveles de ON, podria representar una
estrategia en el tratamiento de la cirrosis, lo que favorece
a la reduccién de la resistencia intrahepéatica vascular
incrementada y el gradiente de presién vascular hepético
(GPVH), al potenciar los efectos vasodilatadores endégenos
del ON, aumentando el flujo vascular (Tandon et al. 2010;
Ghali-Ghoul et al. 2007; Loureiro-Silva et al. 2006); no
obstante, los efectos fisiolégicos de los farmacos inhibidores
de la FDE-5, como el CS, no se pueden considerar de forma
simplista, debido a que al parecer los niveles de esta molécula
difieren notablemente entre el lecho vascular hepético y el
sistémico.

Rodriguez-Vilarrupla et al. (2007) y Atucha et al. (2005)
reportan que, a nivel esplacnico y sistémico, el paciente
cirrético experimenta un exceso de ON, que incrementa el flujo
sanguineo hacia la vena porta y agrava el sindrome hipertensivo
portal. De otra parte, Colle et al. (2004) demostraron que el
CS administrado intramesentérico e intravenoso ademas de
incrementar el flujo de sangre mesentérico y la presién venosa
portal, disminuye la presion arterial en ratas control y en ratas
con cirrosis, lo que tendria posibles implicaciones clinicas,
como una ruptura de varices esofégicas, debido a un subito
aumento de la presion venosa portal.

Ademas, la hipotensién causada por el CS puede ser deletérea
en pacientes con cirrosis, los cuales, ya presentan una
presién sanguinea disminuida y, por ultimo, un aclaramiento
retrasado del CS en plasma puede incrementar los efectos
secundarios, ya mencionados (Colle et al. 2004).

Tandon et al. (2010) reportan que en pacientes con cirrosis
hepética compensada, el suministro de CS no tuvo un efecto
benéfico sobre la reducciéon de la presién portal y que la
accién vasodilatadora del CS al no ser hepatico especifica,
dio como resultado una reduccién significativa en la presién
arterial media (PAM).

A la luz de las conclusiones de Tandon et al. (2010) y

Rodriguez-Vilarrupla et al. (2007), se podria pensar que el
suministro de CS a un paciente cirrético conseguiria generar
un aumento en la circulacion portal lo suficientemente
severo, para agravar el sindrome hipertensivo.

El aumento en la AST se considera un indicador de injuria
hepética activa. En este trabajo, los niveles de la enzima AST
se incrementaron en los tratamientos que incluian CCL4 y CS.
La asociacién en estos hallazgos sugiere que el CS favorece
al deterioro microscépico en los higados de las ratas con
enfermedad hepatica inducida con CCL4; estos hallazgos
coinciden con lo reportado por Li et al. (2005), investigadores
que encontraron un sinergismo de potenciacién cuando se
suministra CS y etanol concomitantemente.

Jiet al. (2005) cuantificaron los niveles séricos de bilirrubina
total y AST para establecer si se producia mejoria en la
funcién y en la regeneraciéon hepatica de ratas alimentadas
con y sin alcohol, sometidas a hepatectomia parcial,
medicadas con CS, a dosis de 5, 25 y 50mg/kg via oral.
Los investigadores no observaron cambios significativos en
la funcionalidad hepética en ambos grupos de ratas; por
el contrario, encontraron que la dosis de 5mg/kg inhibia la
regeneracion hepatica. De otra parte, Yardimci et al. (2012)
consideran que las dosis utilizadas por Ji et al. (2005), fueron
muy altas, ya que ellos encontraron regeneracién hepéatica
con el mismo modelo experimental, pero a dosis mucho

menores (10ug/kg y 100ug/kg).

Es también muy significativo el hallazgo de Yardimci et al.
(2012), respecto al hecho de que el CS no solamente produjo
regeneracion hepatica sino que también esta regeneracién
fue mucho mas temprana, con respecto al grupo control.

Edwards et al. (2008) sugieren que el ideal para una
intervencién segura y efectiva en el tratamiento de la
hipertension portal debe ser un farmaco donador de ON
hepético especifico que pueda reducir la presiéon venosa
portal sin afectar la hemodinamia sistémica. Sumado a lo
anterior, Tandon et al. (2010) afirman que la demostracion
de un incremento en la expresién de la FDE-5 en higados
cirréticos de ratas, apunta al desarrollo de inhibidores de la
enzima especificos para el érgano, lo que conseguiria una
reduccién del GPVH sin inducir efectos sistémicos.

El suministro de CS a ratas con dano hepéatico inducido
con CCL4 no tuvo efecto en la reversién de la fibrogénesis
hepética. Ademés, el aumento significativo de los niveles
plasméticos de AST sugiere un efecto téxico del CS.

Posiblemente, los experimentos futuros que evalGen la terapia
del CS u otros inhibidores de la enzima FDE - 5 en pacientes
cirréticos deban considerar una via de administracién que
no exponga la economia a niveles incrementados de esta
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molécula sino exclusivamente la circulacién hepética,
asi como también la utilizacién de otras dosis de este
medicamento.

Se requieren estudios adicionales sobre vasodilatadores
intrahepaticos especificos, que no tengan efectos sobre la
circulacién sistémica.

Agradecimientos: A la Vicerrectoria de Investigaciones
y Posgrados de la Universidad de Caldas, por patrocinar
esta investigacién. Conflictos de intereses: El manuscrito
fue preparado y revisado con la participacién de todos los
autores, quienes declaramos que no existe ningin conflicto
de intereses que pongda en riesgo la validez de los resultados

8. BONIS, PA.; FRIEDMAN, S.L.; KAPLAN, MM. 2001. Is liver
fibrosis reversible? New Engl. J. Med. 344:452-454,

9. BROWN, A.J.; DAVISON, E.; SLEEPER, M.M. 2010.
Clinical efficacy of sildenafil in treatment of pulmonary
arterial hipertension in dogs. J. Vet. Intern. Med.
24:850-854.

10. COLLE, I.; DE VRIESE, A.S.; VAN VLIERBERGHE, H.;
LAMEIRE, N.H.; DEVOS, M. 2004. Systemic and
splanchnic haemodynamic effects of sildenafil in an
in vivo animal model of cirrhosis support for a risk in
cirrhotic patients. Liver Int. (Reino Unido). 24:63-68.

presentados. 11. CORBIN, J.; FRANCIS, S.; WEBB, D. 2002.
; Phosphodiesterase type 5 as a pharmacologic target
BIBLIOGRAFIA in erectile dysfunction. Urology (Estados Unidos).
60(Supplement 2B):4-11.
1. ALBANIS, E.; SAFADI, R.; FRIEDMAN, S. 2003. Treatment
of Hepatic Fibrosis: Almost There. Curr. Gastroen. 12. CRUZ-AMAYA, J.; NARVAEZ, N.; URREA, M.; FLOREZ,
Report (Estados Unidos). 5:48-56. M.; MEZA, H. 2011. Efecto de la aplicaciéon de
dexametasona en la evolucién de la enfermedad
2. AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASOCIATION hepética crénica, en un modelo de experimentacion
(AVMA). 2007. Guidelines on euthanasia. Disponible Murino. Rev. Lasallista Investig. (Colombia). 8(2):33-39.
en: http://www.avma.org/issues/animal_welfare/
euthanasia.pdf (con acceso 20/03/2010). 13. DUMITRESCU, D.; SECK, C.; MOHLE, L.; ERDMANN,
E.; ROSENKRANZL, S. 2012. Therapeutic potential
3. ATUCHA, N.; NADAL, F; IY(], D.; ALCARAZ, A; of sildenafil in patients with heart failure and reactive
RODRIGUEZ-BARBERO, A.; ORTIZ, C.; LOPEZ- pulmonary hypertension. Int. J. Cardiol. (Holanda).
NOVOA, M.; GARCIA-ESTANO, J. 2005. Role of 154(2):205-206.
vascular nitric oxide in experimental liver cirrhosis.
Curr. Vasc. Pharmacol. (Emiratos Arabes Unidos). 14. EDWARDS, C.; FENG, H-Q.; REYNOLDS, C.; MAO, L;
3(1):81-5. ROCKEY, D. 2008. Effect of the nitric oxide donor
V-PYRRO/NO on portal pressure and sinusoidal
4. BACH, J.F; ROZANSKI, EA.; MACGREGOR, J; dynamics in normal and cirrhotic mice. Am. J. Physiol.
BETKOWSKI, J.M.Y.; RUSH, J.E. 2006. Retrospective Gastrointest. Liver Physiol. 294:G1311-G1317.
evaluation of sildenafil citrate as a therapy for
pulmonary hypertension in dogs. J. Vet. Intern. Med.  15. FAILLI, P; DEFRANCO, R.; CALIGIURI, A.; GENTILINI,
(Estados Unidos). 20(5):1132-1135. A.; ROMANELLI, R.; MARRA, F; BATIGNANI, G.;
GUERRA, C.; LAFFI, G.; GENTILINI, P; PINZANI,
5. BEHN, D.; POTTER, M. 2001. Sildenafil-mediated M. 2000. Nitrovasodilators inhibit platelet-derived
reduction in retinal function in heterozygous mice growth factor induced proliferation and migration of
lacking the gamma-subunit of phosphodiesterase. activated human hepatic stellate cells. Gastroenterol.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. (Estados Unidos). (Estados Unidos). 119:479-492.
42(2):523-527.
16. FORBES, S.; PAROLA, M. 2011. Liver fibrogenic cells.
6. BENDER, A.T; BEAVO, J.A. 2006. Cyclic nucleotide Best Pract. Res. Clin. Gastroenterol. (Reino Unido).
phosphodiesterases: molecular regulation to clinical 25(2):207-217.
use. Pharmacol. Rev. (Estados Unidos). 58(3):488-
520. 17. GHALI-GHOUL, R.; TAHSELDAR-ROUMIEH, R.; SABRA,
R. 2007. Effect of chronic administration of sildenafil
7. BOSCH, J.; ABRALDES, J.; GROSZMANN, R. 2003. on sodium retention and on the hemodynamic
Current management of portal hypertension. J. complications Associated with Liver Cirrhosis in the
Hepatol. (Paises Bajos). 38 S54-S68. Rat. Eur. J. Pharmacol. (Paises Bajos). 572:49-56.
N 59



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica 16(1): 53 - 60

2013

18. HALCOX, J.; NOUR, A.; ZALOS, G.; MINCEMOYER, R,;

19

20

21

22

23.

24

25

26.

27

WACLAWIW, A.; RIVERA, E.; WILLIE, G.; ELLAHHAM,
S.; QUYYUMI A. 2002. The Effect of Sildenafil on
human vascular function, platelet activation, and
myocardial ischemia. J. Am. Coll. Cardiol. 40:1232-
1240.

. IREDALE, J. 2003. Cirrhosis: New research provides a

basis for rational and targeted treatments. Brit. Med.
J. 327:143-147.

. JI, H.; SHEN, H.; UHANOVA, J.; ZHANG, M.; MINUK,

G.; GONG, Y. 2005. Effects of sildenafil citrate on
hepatic function and regeneration in normal and
alcohol-fed rats. Liver Int. 25:913-919.

. KELLUM, H.B.; STEPIEN, R.L. 2007. Sildenafil citrate

therapy in 22 dogs with pulmonary hypertension. J.
Vet. Intern. Med. 21(6):1258-1264.

. LI, J.; F4, P; DELEON, M.; FRENCH, B.A.; FRENCH,

S.W. 2005. The effect of viagra (sildenafil citrate) on
liver injury caused by chronic ethanol intragastric
feeding in Rats. Exp. Mol. Pathol. (Estados Unidos)
78:101-108.

LOUREIRO-SILVA, M.; IWAKIRI, Y., ABRALDES, J;

HAQ, O.; GROSZMANN, R. 2006. Increased
phosphodiesterase-5 expression is involved in the
decreased vasodilatador response to nitric oxide in
cirrhotic rat livers. J. Hepatol. 44:886-893.

. MAYORAL, P; CRIADO, M.; HIDALGO, F; FLORES, O

AREVALO, A.; ELENO, N.; SANCHEZ- RODRIGUEZ,
A.; LOPEZ-NOVOA, M.; ESTELLER, A. 1999. Effects
of chronic nitric oxide activation or inhibition on early
hepatic fibrosis in rats with bile duct ligation. Clin.
Sci. (Reino Unido). 96(3):297-305.

. OLIVER, J.; MELVILLE, V;; WEBB, D. 2006. Effect

of regular phosphodiesterase type 5 inhibition
in hypertension. Hypertension Ann. H (Estados
Unidos). 48:622-627.

PROCTOR, E.; CHATAMRA, K. 1984. Standardized

micronodular cirrhosis in the rat. Eur. Surg. Res.
16:182-186.

. REYNA-VILLASMIL, E.; TORRE, D.; PENA, E.; MEJIA, J.;

REYNA-VILLASMIL, N.; GONZALEZ, P. 2008. Efecto
del citrato de sildenafil sobre el flujo sanguineo de las
arterias uterina, umbilical y cerebral media fetal en
pre eclampticas. Rev. Obstetr. Ginecol. Ven. 68:187-
194.

28. ROCKEY, D.; SHAH, V. 2004. Nitric oxide biology and

the liver: Report of an AASLD research workshop.
Hepatology (Estados Unidos). 39:121-128.

29.RODRIGUEZ-VILARRUPLA, A.; FERNANDEZ, M.; BOSCH,

30

31

32.

33

34.

35

36.

J.; GARCIA-PAGAN, C. 2007. Current concepts on
the pathophysiology of portal hypertension. Ann.
Hepatol. (Estados Unidos). 6(1):28-36.

. SHENOY, P; AGARWAL, V. 2010. Phosphodiesterase

inhibitors in the management of autoimmune
disease. Autoimmun. Rev. (Holanda). 9(7):511-515.

. SPRING, R.M.; dLRICH, S.; HUBER, L.C.; SPEICH,

R.; MAGGIORINI M.; TREDER, d.; FISCHLER, M.
2008. Sildenafil for pulmonary hypertension: dose-
dependent improvement in exercise performance.
Pulm. Pharmacol. & Ther. (Estados Unidos). 21:516-
521.

TANDON, P; INAYAT, I; TAL, M.; SPECTOR, M,;

GROSZMANN, R.; GARCIA-TSAQ, G. 2010. Sildenafil
has no effect on portal pressure but lowers arterial
pressure in patients with compensated cirrhosis.
Clin. Gastroenterol. 8:546-549.

. THEISE, N. 2007. Liver biopsy assessment in chronic

viral hepatitis. Modern Pathol. (Estados Unidos).
20:3-14.

TOMASON]I, L.; SITIA, S.; BORGHI, C.; CICERO,

A.; CECONI, C.; CECARO, F; MORGANTI, A;
DE GENNARO COLONNA, V; GUAZZI, M,;
MORRICONE, L.; MALAVAZOS, A.E.; MARINO, P;
CAVALLINO, C.; SHOENFELD, Y.; TURIE, M. 2010.
Effects of treatment strategy on endothelial function.
Autoimmun. Rev. 9(12):840-844.

. YARDIMC], S.; BOSTANCI, E.B.; OZER, I.; DALGIC, T;

SURMELIOGLA, A.; AYDOG, G.; AKOGLU, M. 2012.
Sildenafil accelerates liver regeneration after partial
hepatectomy in rats. Transplant Proc. (Estados
Unidos). 44:1747-1750.

YILDIRIM, A.; ERSQY, Y; ERCAN, F; ATUKEREN,

P; GUMUSTAS, K.; USLd, d.; ALICAN, I. 2010.
Phosphodiesterase-5 inhibition by sildenafil citrate
in a rat model of bleomycin-induced lung fibrosis.
Pulm. Pharmacol. Ther. (Estados Unidos). 23:215-
221.

Recibido: Abril 5 de 2012
Aceptado: Enero 21 de 2013

60



Articulo Cientifico

Casierra-Posada, F.; Pefa-Olmos, J.; Pefialoza, J.; Roveda, G.: Sombra y micorriza en lujo

INFLUENCIA DE LA SOMBRA Y DE LAS MICORRIZAS
SOBRE EL CRECIMIENTO DE PLANTAS DE LULO
(Solanum quitoense Lam.)

INFLUENCE OF SHADING AND MYCORRHIZAE ON
GROWTH OF LULO PLANTS (So/anum quitoense Lam.)

2 . 1 . ~ 2 ~ N 4
Fanor Casierra-Posada ; Jaime Pefia-Olmos®; Juan Penaloza3; Gabriel Roveda

"LA. Ph.D., profesor asociado Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Pedagégica y Tecnolégica de Colombia.
Tunja / Colombia. Grupo de Investigacién Ecofisiologia Vegetal. E-mail: fanor.casierra@uptc.edu.co [Autor para correspon-
dencia]; ° L.A., Estudiante de Maestria en Ciencias Biolégicas UPTC. E-mail: jaime.pena@uptc.edu.co; > I.A. UPTC. E-mail:
jdiegops83@hotmail.com; * LA., M.Sc. Grupo de Recursos Biofisicos. Corpoica, C.1. Tibaitata. E-mail: groveda@gmail.co

Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 16(1): 61 - 70, 2013

RESUMEN

El lulo es originario de los bosques andinos, donde crece
bajo sombra parcial, asociado a micorrizas nativas. Se han
establecido cultivos comerciales en ambientes de alta ilumi-
nacion, lo que genera estrés. Para evaluar el crecimiento de
plantas de lulo inoculadas con micorrizas y bajo condiciones
de sombreado, se establecié un estudio en invernadero en
Tunja, Colombia. Las plantas, se inocularon con Mycobiol®
(combinacién de Glomus sp., Entrophospora colombiana
y Acaulospora mellea) y con Scutellospora heterogama,
Acaulospora mellea y Glomus spp., individualmente. Sobre
la mitad de las plantas micorrizadas, se extendié una malla
polisombra. A las plantas control no se les aplicaron micorri-
zas ni sombra. Tanto Glomus sp. como S. heterogama indu-
jeron plantas 55% més altas que aquellas que no habian sido
micorrizadas. Las plantas, en pleno sol tratadas con S. he-
terogama, Mycobiol, Glomus sp. y A. mellea, presentaron,
respectivamente, 290%, 186%, 142% y 124,2% mas éarea
foliar que las plantas control. Se produjo una reduccién de
37% en el peso especifico de las hojas en plantas expuestas
a la sombra, en relacién con las plantas micorrizadas a ple-
na exposiciéon. Bajo sombra, las plantas disminuyeron 27%
la acumulacién de materia seca en relacién con las plan-
tas micorrizadas a libre exposicion. Las plantas a pleno sol
inoculadas con S. heterogama y con Glomus sp. produjeron
153% y 132% méas materia seca que las plantas control. La
inoculacién con micorrizas compensé el efecto negativo de
la sombra sobre el crecimiento de las plantas.

Palabras clave: Sombreado, area foliar, peso especifico de las
hojas, materia seca.

SUMMARY

The lulo plant (Solanum quitoense) native to Andean
forests grows under partial shade in association with native
mycorrhizae. In commercial cultivation lulo is often planted
in full sun, which leads to plant stress. In order to evaluate
the growth of lulo plants inoculated with mycorrhizae, under
partial shade conditions, a greenhouse study was CARRIED
OdT in Tunja, Colombia. The plants were inoculated with
Mycobiol® (a combination of Glomus spp., Entrophospora
colombiana, and Acaulospora mellea), Scutellospora
heterogama alone, Acaulospora mellea alone, and Glomus
spp. alone. Half of these inoculated plants were grown under
a shade cloth, while the control plants were grown in full
sun without mycorrhizae. Glomus spp. and S. heterogama
induced full-sun plants 55% taller than in treatments without
mycorrhizae. Full-sun plants treated with S. heterogama.
Mycobiol, Glomus spp., and A. mellea respectively presented
290%, 186%, 142%, and 124% more leaf area than plants
without mycorrhizae. There was a 37% reduction in specific
leaf weight in shaded plants with respect to mycorrhizal plants
in full sun. Shaded mycorrhizal plants also had 27% lower
dry matter accumulation compared to plants in full sun. Full-
sun plants inoculated with S. heterogama and with Glomus
spp. produced 153% and 132% more dry matter than control
plants. Inoculation with mycorrhizae compensated the
negative effect of shade on plant growth.

Key words: Shading, leaf area, specific leaf weight, dry matter.
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INTRODUCCION

El lulo (Solanum quitoense Lam.) crece en forma espon-
tanea en el area andina, en especial, bajo condiciones de
sotobosque, en sitios frescos, sombreados, cercanos a co-
rrientes de agua, con temperaturas entre 17 y 20°C (Medina
et al. 2008); ademas, es una especie que, frecuentemente,
interactia con hongos formadores de micorrizas arbuscu-
lares. Aunque se puede cultivar bajo sombrio, su cultivo a
plena exposicion reduce, de manera considerable, el periodo
productivo (Lobo, 2000), como consecuencia de la actividad
fotosintética y de un metabolismo acelerado, lo que conlleva
al debilitamiento ante ataques subsiguientes de plagas y de
enfermedades (Lobo, 1991). Por tanto, las condiciones de
sotobosque conllevan a una reduccion sustancial de la canti-
dad de radiacion incidente sobre las plantas de lulo, las cua-
les, deben aprovechar la radiacién difusa, en gran medida.

La micorriza es una asociacién mutualista entre un hongo
y una planta superior (Menge, 1983). Pueden existir dife-
rentes tipos de micorrizas, cuyas diferencias radican en su
morfologia y su fisiologia (Turk et al. 2006). En la asociacion
micorriza/hospedero, el hongo ofrece aminoéacidos, nutrien-
tes y agua al hospedero, a cambio de fotosintatos (Smith &
Read, 1997). Debido a que la micorriza se comporta como
un vertedero de carbohidratos, se altera tanto la fotosintesis
como la distribucién de carbohidratos en la planta hospede-
ra (Nehls & Hampp, 2000; Wright et al. 2000), por tanto, los
cambios en la radiacién incidente (McGee & Furby, 1992) y
la calidad del espectro (Rosa et al. 1999) pueden afectar la
asociacién hospedero micorriza.

Existen reportes en que el sombreado reduce la infeccién en
endomicorrizas (Boullard, 1960); sin embargo, Baylis (1967)
encontré que el sélo sombreado no reduce la infeccion de
Coprosma robusta en un suelo de bosque. Las plantulas mi-
corrizadas de especies tolerantes a la sombra presentaron
menor infeccién cuando crecian en ambientes fuertemente
sombreados, en comparaciéon que cuando se encontraban a
plena exposicién solar; mientras que las especies de plantas
con alta demanda de luz presentaban altos niveles de infec-
cién por parte del hongo y acumularon fésforo, incluso, bajo
condiciones de fuerte sombreado (Johnson, 1976).

Rosa et al. (1998) estudiaron el crecimiento de plantulas
fertilizadas de Pinus sylvestris bajo diferentes fuentes de luz
de amplio espectro y encontraron que la radiacién, con baja
relaciéon rojo/rojo lejano, reducia el nimero de raices cortas y
el desarrollo de las micorrizas, lo cual, atribuyen al resultado
de la reduccién en el envio de fotosintatos a las raices; no
obstante, los autores no detectaron efecto complementario
de la radiacién rojo lejano sobre la formacién de las micorri-
zas, ni frecuencias morfotipicas en plantulas sin fertilizacion.
También, se ha estudiado el efecto de la radiacién de amplio

espectro sobre la interaccion entre ectomicorrizas y P sylves-
tris y se encontré que el hongo crecié sobre las raices late-
rales, pero no desarroll6 la red de Hartig en los tratamientos
con luz; ademas, el efecto de la radiaciéon de amplio espectro
sobre la interaccién hongo/raiz fue altamente dependiente
del estado de desarrollo de la raiz (Niemi et al. 2005).

En diversos estudios se ha constatado el beneficio ofrecido
por el sombrio sobre algunas plantas cultivadas comercial-
mente, como Coffea arabica (Cardona & Sadeghian, 2005).
Bajo estas condiciones, los cafetos incrementan su tasa fo-
tosintética (Jaramillo & Gémez, 1989); sin embargo, es poco
lo que se conoce con respecto al efecto del sombrio sobre
las poblaciones de hongos micorrizicos sobre los vegetales.
Se ha encontrado que el sistema de produccién a libre y a
mediana exposiciéon indujo un incremento del micelio, de-
terminado en épocas de méaximo verano, dado que se incre-
menta el brillo solar, la temperatura y disminuyen las precipi-
taciones; en consecuencia, la humedad del suelo se reduce,
asi como la disponibilidad de nutrientes (Swisher, 1999; Paz
& Séanchez, 2007).

Las especies fruticolas perennes o semiperennes requieren
una etapa de vivero antes del establecimiento del huerto co-
mercial (Alarcon & Ferrera-Cerrato, 1999). Es, precisamen-
te, en la etapa de vivero o en las etapas tempranas de la
planta, en donde la aplicacién e inoculacién de micorrizas
representa un gran potencial para mejorar el crecimiento y
el desarrollo (Roveda et al. 2007), ya que la micorriza actda
como acelerador del crecimiento, por lo que se pueden ob-
tener plantas con mayor vigor y sanidad. Otro beneficio co-
rresponderia a la reduccién de costos de produccién en fun-
cién de la reduccién de la aplicacién de fuentes fertilizantes
(Alarcén & Ferrera-Cerrato, 1999), como consecuencia de la
alta capacidad de la planta micorrizada para tomar nutrien-
tes, en especial, el fésforo. Se reporta que una de las princi-
pales estrategias de las plantas para adaptarse a condiciones
adversas de suelo es mediante el incremento de la superficie
radical, a través de las micorrizas (Marschner, 1991).

El objetivo de presente estudio consistié en la evaluacion del
crecimiento en plantas de lulo (S. quitoense), que habian
sido inoculadas con diferentes cepas de micorrizas y expues-
tas a condiciones de sombrio y a plena exposicién, bajo con-
diciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo, se realizé en el invernadero de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Pedagégica y Tec-
nolégica de Colombia (UPTC). Como material vegetal, se
utilizaron pléntulas obtenidas a partir de semilla de lulo (S.
quitoense var. bot. septentrionale), provenientes del labora-
torio de cultivo de tejidos Bioplasma de la UPTC, las cuales,
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se transplantaron a bolsas, con capacidad para cuatro kg,
que contenian tierra negra, proveniente de un Andosol de la
region.

El inéculo utilizado en el experimento fue suministrado por
el Programa Nacional de Recursos Biofisicos de CORPOICA,
C.I. Tibaitata. El producto consistia en una mezcla de suelo,
de hifas, de esporas de la micorriza y de raices colonizadas.
Los tipos de micorriza utilizados correspondieron a Acaulos-
pora mellea, Scutellospora hetereogama, Glomus sp., el
producto comercial Mycobiol ® (Corpoica), el cual, contiene
tres tipos diferentes de micorrizas de los géneros Glomus
sp., Entrophospora colombiana, Acaulospora mellea. Las
plantas control no se inocularon con ningun tipo de micorri-
za. La inoculaciéon de las plantas con la micorriza, se realizd
al momento del transplante del semillero a las bolsas de cua-
tro kg, colocando una cantidad del producto que contenia
las micorrizas, de manera que cerca de las raices quedara
una cantidad aproximada a 200 esporas del hongo.

Para efectos del sombreado, se cubrieron un grupo de plan-
tas con malla polisombra negra, que indujo una reduccién
de 24,9% con respecto a las plantas a libre exposicién, den-
tro del invernadero. La iluminacién medida correspondi6 a
782,2 umol.m®.s” y, bajo la malla polisombra, se registré
una iluminacién de 587,0 umol.m™.s™. La radiacién registré
en Ix con un luxémetro Testoterm 0500® (Alemania) y fue
convertida a umol.m?.s™.

Como variables respuesta, se determinaron el peso seco, por
secado en estufa a 105°C hasta peso constante; la distribu-
cién de la materia seca en los diferente érganos, como la
cantidad de peso seco a cada 6rgano con respecto al peso
seco total de la planta; el peso especifico de las hojas, como
el cociente entre el area foliar y el peso seco de las hojas; la
tasa de crecimiento absoluto, relativo y de asimilacién neta,
de acuerdo con las formulas de Hunt (1990); la altura de la
planta medida con un flexémetro; el érea foliar determinada
con un medidor integrado Li-cor 3000A® (USA); la relacion
raiz/vastago, como el cociente entre el peso seco de la raiz y
el peso de la parte aérea. Al final del ensayo, en el suelo don-
de crecieron las plantas, se determiné el nimero de esporas
por gramo de suelo, mediante el procedimiento descrito por
Gerdemann & Nicolson (1963).

El ensayo consistié en un experimento bifactorial, donde el
primer factor era el sombreado y, el segundo, estaba consti-
tuido por el tipo de micorriza (sin micorriza, Mycobiol, Scu-
tellospora heterogama, Acaulospora mellea, Glomus sp.),
organizados en un disefno, el bloque al azar, con diez replica-
ciones. La unidad experimental estuvo constituida por siete
plantas. Para el andlisis estadistico, se hizo una prueba de
variancia, mediante una tabla ANAVA (P<0,05) y la prueba
de separacién de promedios de Tukey. Estas pruebas, se rea-

lizaron con la ayuda de la aplicacién SPSS® versién 11.5.1
(Statistical Product and Service Solutions, Chicago, Illinois,
USA - Nov. 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré diferencia altamente significativa (P<0,01) para
los factores sombra y micorrizas, asi como para todas sus
interacciones (sombra x micorrizas), en todas las variables
evaluadas, con excepcién del nimero de esporas por gramo
de suelo seco y de la tasa de crecimiento relativo, en la cual,
hubo diferencia para el factor sombra y para la interaccién
sombra x micorrizas, pero no para el factor micorrizas. En lo
relacionado con la altura de la planta, la sombra motivo la
elongacién de las plantas en un 11,6% en relacién con las
plantas plena exposicién. Independientemente del sombrea-
do, las micorrizas que en mayor grado motivaron la elonga-
cién de las plantas fueron Glomus sp. y S. heterogama, que
indujeron plantas 54,7% més altas que aquellas que no ha-
bian sido micorrizadas (control) (Tabla 1). De igual manera,
Siqueira et al. (1998) encontraron un incremento en la altura
y en el diametro del tallo en plantas de Coffea sp., como
consecuencia de la inoculacién de las plantas con esporas
de Glomus clarum, Gigaspora margarita y Glomus etunica-
tum. Asimismo, Pereira et al. (2001) reportan que las plan-
tas de Eucalyptus camaldulensis presentan mayor altura de
plantulas cuando se inoculan con Glomus intraradices, pero
no asi con G. mosseae, como consecuencia de un mayor
grado de micorrizacién alcanzada por las plantas inoculadas
con @. intraradices (86,7%), con su consiguiente aumento
en la absorcién de agua y de nutrientes para la planta.

Las plantas expuestas al sombreado presentaron 56,8% mas
area foliar que las que se encontraban a libre exposicién, con
diferencias estadisticamente significativas, lo cual, esta rela-
cionado con un mecanismo de adaptacién de las plantas a
las condiciones del sombreado. Las plantas sufren variacio-
nes en el tamano del follaje, en la densidad y en la posicién
de los estomas, debido a la necesidad que tienen de adaptar-
se a las condiciones de luz (Sprugel et al. 1996). Mientras a
libre exposicién, las ramas y las hojas sirven de proteccién de
los tallos contra la radiacion directa, bajo sombra, el factor
limitante es la falta de luz, a lo cual, las plantas responden
produciendo hojas de mayor area, con un meséfilo poco de-
sarrollado. Una mayor superficie foliar ayuda a las plantas a
capturar un mayor numero de fotones (Schulze et al. 2002);
sin embargo, esta efectividad en la captacién de luz no im-
plica que las plantas bajo sombra sean mas eficientes que
las plantas a plena exposicién, en cuanto a la utilizacién de
los fotoasimilados. En relacién con las micorrizas, sin tener
en cuenta la sombra, todas las plantas tratadas con los hon-
gos micorrizégenos presentaron mayor area foliar que las
plantas control. Respectivamente, las plantas tratadas con
S. heterogama. Mycobiol, Glomus sp., y A. mellea, presen-
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Tabla 1. Area foliar, peso especifico de las hojas y altura de la planta en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.), inoculadas
con diferentes especies de micorrizas y expuestas a dos niveles de iluminacién.

Variable
[luminacién | Micorriza Area foliar (cm?) Pesgo?:ge(f:;g;:r:% las Altura ((i:nlf; planta
Media Desv. | Tukey | Media | Desv. | Tukey | Media | Desv. | Tukey

Control 226,05 | 28,62 |a 5,17 0,66 | def 15,77 1,33 |a
Mycobiol 573,03 | 162,58 | bc 5,30 1,33 | ef 18,18 1,68 |b

l:::iacig):l- S. heterogama | 507,34 | 100,02 | b 594 0,82]f 28,11 1,82 de
A. mellea 614,39 | 120,95 | bc 4,91 1,09 | de 26,10 1,86 |d
Glomus sp. 596,46 42,72 | bc 4,37 0,74 | cd 28,21 1,36 | de
Control 294,60 | 54,29 |a 3,48 | 0,67 |bc 22| 235]c
Mycobiol 916,15| 88,40 |d 2,67 052 |ab 21,04 1,82 |c

Sombrio S. heterogama 1521,67 98,61 | e 2,06 0,16 | a 30,28 2,70 | e
A. mellea 552,95 | 172,84 | bc 4,401 1,34 | cde 26,41 2,33 |d
Glomus sp. 663,80 | 100,50 | c 3,49 055 b 30,16 | 2,99 |e
C.V. (%) 55,57 34,62 21,32

Promedios con letras iguales no presentan diferencias significativas segin la prueba de Tukey (P<0,01)

taron 289,8%; 186%; 142% y 124,2% mas éarea foliar que
las plantas sin tratamiento adicional con micorrizas (control)
(Tabla 1). De igual manera, se encontré un incremento en
el area foliar en plantas de Citrus volkameriana inoculadas
con Glomus intraradices (Peng et al. 1993). Este incremen-
to significativo del area foliar en plantas micorrizadas es el
resultado de una mayor demanda de carbohidratos por parte
del hongo micorrizégeno, carbohidratos que la planta sinteti-
zaré partiendo de una mayor capacidad en la interceptacion
de fotones. Por tal razén, la planta, en presencia de micorri-
zas arbusculares, tiende a desarrollar mas su éarea foliar, con
el fin de ser mas eficiente en la captacién de luz y abastecer
las demandas de fotoasimilados por parte de la misma y del
micosimbionte. Harris et al. (1985) evaluaron la inoculacién
individual y doble de Rhizobium y hongos formadores de
micorrizas del genero Glomus, en plantas de soya. A las seis
semanas de crecimiento, se encontré que los nédulos en
plantas micorrizadas consumian un 12% de los fotosintatos,
mientras que la micorrizas consumian un 17%. El contenido
de almidén de las hojas en las plantas noduladas y micorri-
zadas habia descendido en 50%, debido al requerimiento de
los dos simbiontes. Este alto consumo de la doble simbiosis
se vio compensado por un incremento del 47%, en las tasas
de fijacién del CO,, con respecto a los controles no inocu-
lados y un aumento del 24%, en el &rea foliar especifica. El
area foliar y el ritmo de fijacién de carbono por unidad de

superficie en las plantas de soya micorrizadas y noduladas
fue superior con respecto a los controles nodulados y adi-
cionados con fésforo, razén por la cual, la asimilacién de
carbono en dichas plantas aumenté (Gianinazzi-Pearson &
Azcén-Aguilar, 1991).

Se produjo una reduccién del orden de 37,3% en el peso es-
pecifico de las hojas en plantas expuestas a la sombra, versus
plantas a plena exposicién. En cuanto a las micorrizas, el valor
presentado el control solamente fue superado por A. mellea,
con 6,9%, mientras que S. heterogama present6 6,9% menos
y, a su vez, Glomus sp. y Mycobiol, mostraron 9,3% menos
que las plantas control (Tabla 1). Hepper (1977) reporté un
incremento del 16% en el peso seco de la raiz en plantas mi-
corrizadas. Esto implica una mayor demanda de fotosintatos
por parte del hongo, los cuales, son transportados desde la
parte aérea, principalmente desde las hojas, hacia la raiz de
la planta. Las raices micorrizadas consumen entre 4 y 20%
mas del carbono fijado en la fotosintesis, en comparaciéon con
las raices no micorrizadas, siendo la planta compensada por
incrementos en la tasa fotosintética, debido a elevadas con-
centraciones de fésforo foliar (Jakobsen, 1995).

Para la variable peso seco total acumulado por planta, aque-
llas expuestas a la sombra, disminuyeron la acumulacién de
materia seca, en un 27,3%, en relacion con las plantas a libre
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exposicion. Generalmente, las plantas expuestas a pleno sol
presentan hojas que, por lo regular, son mas gruesas y tienen
una mayor masa por area que las que se desarrollan bajo
condiciones de sombra (Sprugel et al. 1996). En general, las
plantas inoculadas con S. heterogama produjeron 152,7%
maés materia seca que las plantas control, de igual manera,
Glomus sp. produjo 131,8% mas, A. mellea 114,6% y Myco-
biol 106,9% (Figura 1). Este incremento en la acumulacién

de biomasa es una consecuencia de un mayor flujo de nu-
trientes minerales (principalmente f6sforo) hacia el hospede-
ro, debido, fundamentalmente, a la presencia de micorrizas
arbusculares (Sanchez de Prager, 1999).

En cuanto al peso seco en hojas, en tallos y en raices, se
observé una desproporcién en la distribucion de las plantas
no micorrizadas. El testigo con sombra mostré una dismi-

OPFlena exposicion

BESombreado

ef

Peso seco total (g)

fg

Control Mycobiol

S. heterogama

A. mellea Glomus sp.

Especie de micorriza

Figura 1. Produccion total de peso seco en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.), inoculadas con diferentes especies de

micorrizas y expuestas a dos niveles de iluminacién.

nuciéon del 19,44% en el peso seco de la raiz con respecto a
S. heterogama, 33,37% menos que Mycobiol, 35,1% menos
que Glomus sp. y 36,9% menos que A. mellea, todos bajo
sombra. En la parte aérea el testigo con sombra presenté el
mayor porcentaje de peso seco, tanto para hojas (49,64%)
como para tallos (25,83%), lo cual, muestra una planta poco
homogénea, condicién que no se dio en los tratamientos
micorrizados bajo sombra (Figura 2). Por otra parte, el tes-
tigo sin sombra evidencié una mayor acumulacién de su
peso seco en la raiz, con un 29,5% mas que S. heterogama,
30,15% sobre Glomus sp., 31,2% sobre Mycobiol y 45,56%
mas que A. mellea. Contrario a lo que sucedié con su par-
te aérea, en donde el testigo sin sombra mostré el menor
desarrollo, con 31,18%, para hojas y 9,4%, para tallos, otra
muestra de un cambio en el patrén de distribucién de ma-

teria seca, en este caso, a favor del peso seco de la raiz, la
que nuevamente se vio mas homogénea en los tratamientos
inoculados con micorrizas y a libre exposicién (Figura 2).

La relacién raiz/vastago mostré diferencias a favor de las
plantas a libre exposicién, con un 36,58% mas que las plan-
tas influenciadas por la sombra, evidencidndose un mayor
desarrollo radicular en las primeras. El factor micorrizas pre-
sentd diferencias significativas a favor de las plantas no mi-
corrizadas, que presentaron un incremento del 26,78%, con
respecto a las plantas inoculadas con Glomus sp., 28,33%
por encima de Mycobiol, 35,49% maés que S. heterogama y
37,72% mas con respecto a A. mellea (Figura 3). Lo anterior
concuerda con lo sefalado por Sanchez de Prager (1999),
quien afirma que el establecimiento y el buen desarrollo de
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Figura 2. Distribucién porcentual de materia seca en raices, en tallo y en hojas en plantas de lulo (Solanum quitoense
Lam.), inoculadas con diferentes especies de micorrizas y expuestas a dos niveles de iluminacion.

la simbiosis, ademas de incrementar la biomasa vegetal tie-
ne una marcada influencia en la distribucién de la misma,
debido a una mayor translocacién de nutrimentos desde la
raiz hacia la parte aérea de la planta, la cual, propicia, rela-
tivamente, una menor transferencia de fotosintatos a la raiz
y una mayor retencion de éstos en la parte aérea, donde la
planta los utiliza para producir material vegetal. Es por esta

razén, que la relacion raiz/véstago, generalmente, es mas
baja en plantas micorrizadas.

La tasa de crecimiento relativo (TCR) se vio influenciada por
el factor sombra, pero no por las micorrizas, es asi, como la
sombra redujo el valor de esta variable, en 29,4% (Figura 4).
De igual manera, Guarnaschelli et al. 2006, investigaron las
posibles diferencias en el comportamiento de dos clones de

OPlena exposicion

BSombreado

de
0.8 1

Relacién raiz / vastago

06

Control Mycobiol

S. heterogama

A mellea Glomus sp.

Especie de micorriza

Figura 3. Relacién Raiz/Vastago en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.), inoculadas con diferentes especies de micorrizas

y expuestas a dos niveles de iluminacién.
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sauce en respuesta a condiciones controladas de restriccion
hidrica y luminica en tres niveles: plena exposicién, sombra
moderada (24,9% de reduccién de luz) y sombra severa (90%
de reduccion de luz), al inicio del establecimiento. La TCR en
altura y en didmetro mostré diferencias significativas a favor
de los tratamientos de sombra moderada y plena exposicion,
con respecto a los tratamientos bajo sombra severa. El man-
tenimiento del crecimiento en altura bajo sombra moderada
y el aumento del area foliar y del &rea foliar especifica, en
ambos niveles de sombra, indican que estos clones de sauce
tienen capacidad de aclimatacion frente a la baja disponibili-
dad luminica (Lambers et al. 1998), independientemente del

0,035

nivel de disponibilidad hidrica que recibieron (Guarnaschelli
et al. 2006); sin embargo, es evidente que para las plantas
de lulo, esta capacidad de aclimatacién es moderada y, en
condiciones de restriccion severa de luz, los pardmetros de
crecimiento se ven afectados.

La tasa de crecimiento absoluto (TCA), se redujo con la som-
bra, en 37,5% y, a su vez, las micorrizas también afectaron
esta variable, con un incremento de 188,8%, en relacién con
las plantas control, con el uso de S. heterogama, 155,5%
con Glomus sp., 133,3% con Mycobiol y, por ultimo, 116,6%
con A. mellea (Figura 4). Bajo las condiciones propias del
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Figura 4. Tasa de crecimiento absoluto y relativo en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.), inoculadas con diferentes
especies de micorrizas y expuestas a dos niveles de iluminacion.
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presente ensayo, las plantas crecieron en contenedores in-
dividuales, sin experimentar la interferencia o competencia
con otros individuos, lo cual, facilité la expresion de los tra-
tamientos a evaluar. Esta abstraccién facilité la expresion
del crecimiento de las plantas expuestas a los diferentes
tratamientos y es asi, como en todos los casos, las plantas
tratadas con micorrizas evidenciaron tasas de crecimiento
absoluto mayores que los testigos, independientemente de
la exposicion a la luz. Moreira-Souza & Cardoso (2002) reali-
zaron trabajos en diferentes bosques de Brasil, con el objeti-
vo de identificar la diversidad de los hongos micorrizégenos
en dichos bosques y hallaron una mayor tasa de crecimiento
inicial en los distintos arboles nativos con presencia de mi-
corrizas arbusculares en la raiz, con lo cual, afirmaron que
el éxito de los programas de reforestacion, en gran medi-
da, puede depender de la colonizacién micorrizica de la raiz
de las plantulas, lo que incrementa su competitividad, debi-
do al aumento en la tasa de crecimiento inicial. Esto hace
suponer que en condiciones de sotobosque las micorrizas
puedan fortalecer la competitividad de las plantas de lulo,
como consecuencia de un incremento en la intensidad de
su crecimiento.

En lo que respecta a la tasa de asimilacién neta (TAN), se re-
dujo en un 27,5%, con la sombra; sin embargo, con respecto

a las plantas control, las micorrizas indujeron un incremento
en el valor de esta variable, en términos de 400% con S. he-
terogama, 328,5% con Glomus sp., 285,7% con A. mellea y
271,4% con Mycobiol (Figura 5). Esta alta tasa fotosintética,
se puede justificar con base en elevadas concentraciones de
fosforo foliar y en modificaciones en la hidratacién de las
hojas, los cuales, son producto del flujo de nutrimentos por
parte del hongo hacia la planta, flujo que es compensado
por la movilizacién del carbono en sentido basipeto. Sin lu-
gar a dudas, la eficiencia fotosintética de las plantas mico-
rrizadas, concuerda con la superioridad de las mismas sobre
las plantas testigo en la totalidad de las variables evaluadas,
mostrando un buen equilibrio de acuerdo con lo descrito
por Jakobsen (1995), quien sehala que el crecimiento de las
plantas micorrizadas va a depender del balance entre el apor-
te de nutrientes, por parte del hongo y el aporte de carbono,
por parte de la planta.

No se encontré diferencia significativa de los factores eva-
luados ni de su interaccién sobre el nUmero de esporas por
gramo de suelo seco. Estos resultados concuerdan con otras
investigaciones realizadas en frutales andinos, como mora
y uchuva (Roveda et al. 2009), debido a que el incremento
en las poblaciones de esporas en el suelo esta determinada
por los ciclos de esporulacion del micelio extraradical de las
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Figura 5. Tasa de asimilacién neta en plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.), inoculadas con diferentes especies de mi-

corrizas y expuestas a dos niveles de iluminacién.
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micorrizas arbusculares, que puede ser inducida en condi- 7. GIANINAZZI-PEARSON, V;; AZC()N-AG(.I[LAR, C. 1991.
ciones de estrés hidrico. De igual forma, no existe una re- Fisiologia de las micorrizas vesiculo-arbusculares.
lacién entre las poblaciones de micorrizas en el suelo y los En: Olivares, J.; Barea J.M. (eds): Fijacion y movi-
beneficios que genera en la planta. lizacion biologica de nutrientes. Vol. Il. (Fijacion de
N y micorrizas). Consejo Superior de Invest. Cient.
De acuerdo con los resultados, en la totalidad de los para- Madrid. p.175-202.
metros evaluados, la sombra ejercié una influencia negativa
sobre el crecimiento y el desarrollo de las plantas de luloy 8. HARRIS, D.; PACOVSKY, R.S.; PAUL, E.A. 1985. Carbon
debido a que esta planta predomina en el sotobosque es economy of soybean-Rhizobium-Glomus associa-
aconsejable la inoculacién con hongos formadores de mi- tions. New Phytol. 73:71-80.
corrizas, para corregir tal efecto. Todos los HFMA mostraron
beneficios en la planta, expresados en las variables evaluadas 9. HEPPER, C. 1977. A colorimetric method for estimating
y dentro de ellos, se destacaron las inoculaciones con S. he- vesicular-arbuscular mycorrhizal infection in roots. J.
terogama. Soil Biol. Biochem. 9(1):15-18.
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SUMMARY

The objective of this study was to determine the colonization
of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), associated with the
roots of the angleton grass, related to physicochemical
soil factors in livestock farms of four agroecological
zones of the sub-region Sabana of Sucre, Colombia. The
percentage of AMF colonization of roots was estimated by
the staining technique, which allowed to observe under the
microscope the presence of colonizing fungal structures
and the subsequent determination of the percentage of
colonization for sample, farms and area. With the results
of the colonization percentage and the physicochemical
soil analysis a correlation between th ese variables, using
statistical methods and multivariate analysis, was performed.
The analysis of simple correspondence showed a relationship
between the presence of colonizing structures and the soil
texture. The results of analysis between multiple types of
colonizing structures and physicochemical soil variables
showed the presence of vesicles and arbuscules in soils with
high contents of calcium, magnesium and potassium and
low values of nitrogen and phosphorus. There is a need for
further studies in other geographical areas and other grasses
to establish correlation between physicochemical soil
variables and the magnitude of AMF colonization in tropical
pastures in Colombia.

Key words: Micorrizae, colonization, roots, angleton, sail.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la colonizacion
de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA),
asociadas a raices del pasto angletén en funcién de factores
fisico-quimicos del suelo, en fincas ganaderas de cuatro
zonas agroecolégicas, de la subregion fisiogréfica de
Sabanas, departamento de Sucre, Colombia. El porcentaje
de colonizacién de HMA en raices fue determinado mediante
técnica de tincién, la cual permitié observar en microscopio
la presencia de estructuras colonizantes de estos hongos y la
posterior determinacién del porcentaje de colonizacién por
muestras, fincas y zona. Se realizé andlisis fisico-quimico
de las muestras de suelo. Con los resultados obtenidos del
porcentaje de colonizacién y los anélisis fisico-quimicos, se
realizé correlacién entre estas variables mediante el uso de
métodos estadistico y andlisis multivariados. El anélisis de
correspondencia simple encontré relacién entre la presencia
de estructuras colonizantes y la textura de los suelos. Los
resultados del andlisis multiple entre tipos de estructuras
colonizantes y variables fisico-quimicas del suelo muestran
la presencia de arbusculos y vesiculas en suelos con alto
contenido de calcio, magnesio y potasio y bajos valores de
nitrégeno y fosforo. Existe la necesidad de seguir realizando
estudios en otras zonas geodréficas y con otros pastos para
establecer correlacién entre las variables fisico-quimicas
de los suelos y la magnitud de la colonizacién de HMA en
pasturas tropicales en Colombia.
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INTRODUCTION

The Colombian livestock department Sucre, corresponding
to the sub-region Sabana, occupies 768,600ha of grass
land and lodges a cattle population of 890,000 heads,
having 56,200 established hectares with angleton grass
(Dichanthium aristatum Benth), representing 7.31% of the
grazing area of the Department (Viloria, 2003).

It is important to mention that the physiographic sub-region
Sabanas presents a four to six months dry season, besides,
human factors like degenerative environmental actions
and the use of inappropriate technologies in the livestock
area, have led to the physical, chemical and biological soil
degradation, limiting the supply and quality of pasture and
forage mainly during the dry season, generating in this sub-
region the transhumance to lowland of the Mojana and San
Jorge sub-regions (Aguilera, 2005).

The rhizosphere is a heterogeneous, continuous and natural
habitat in which different types of interactions occur between
soil microbes and plants. The beneficial plant-microbe
interactions in the rhizosphere are the primary determinants
of plant health and soil fertility (Jeffries et al. 2003). The
widespread mycorrhization together with the fossil record
indicate that plants and fungi have evolved in mycorrhizal
relationship since the colonization of land by early plants
(Strullu & Strullu, 2007). It is estimated that approximately
95% of the known vascular plants species on earth, including
pastured are colonized by arbuscular mycorrhizal fungi
which belong to the Phyllum Glomeromycota in different
ecosystems (Schubler et al. 2001, Strullu & Strullu, 2007,
Miransari et at. 2009, Pérez & Vertel, 2010).

Arbuscular mycorrhizal fungi under phosphate-limited
conditions can favor plant community development, nutrient
uptake, water relations and aboveground productivity and
act as bio-protectants against pathogens and toxic stresses
(Jeffries et al. 2003; Toljander et al. 2006).

Although the importance of the mycorrhizal symbiosis is
worldwide recognized, there are many aspects on the structure
and operation of communities in tropical agroecosystems
that have not been studied. In Colombia, most of the research
has been related to the benefits of the symbiosis in different
hosts, especially on aspects of productivity, plant nutrition and
fertilizer substitution (Rey et al. 2005), but there is little work
to assess the mycorrhizal colonization influenced by physical
and chemical soil parameters of livestock farms. Studies on
variables that influence the arbuscular mycorrhizal fungi root
colonization level associated to angleton pastures and other
species of economic interest in the Colombian Caribe coast

under specific soil conditions and grazing and management
of these agroecosystems are still scarce. Further studies to
link the biological and physical aspects of the soil with the
chemical parameters and their relationship with the quality
and productivity of ecosystems are required.

MATERIALS AND METHODS

The study was carried out in the Municipality of Corozal-
Sucre-Colombia, located in the physiographic sub-region of
the Sabana, in the slope of the Mountains of Maria to the
depression of the low Cauca and San Jorge rivers, at 8° 55’
and 9° 19”7 North and between 75° 25" and 74° 42~ East,
with an average annual temperature of 28°C, precipitation
of 1,105mm, annual relative humidity of 80%, and altitude
between 174 to 200m besides presenting a dry season of 4
to 6 months.

Forty eight livestock farms cultivated with angletén pasture in
the municipality of Corozal (Sucre) were sampled, localized
in agroecological zones classified according land use and
management capacity, according to IGAC (1998; POT,
2002): zone 1 (Il sc — IV hs), zone 2 (VI sc — IV esc), Zone 3
(VI sc- Vl esc) and Zone 4 (VII sc- VIl esc). The characteristics
of the main agro ecological analyzed zones are the following:

Zone 1. (subclass Il sc - Iv hs). Soils with a slightly sloping
flat relief, slope ranging from 1-3 and 3-4%; moderately deep,
imperfectly drained, moderately fine texture and permeability,
moisture retention slow average, moderately acidic to neutral
reaction, high availability of Ca, Mg and K, low in available
phosphorus in organic matter content and low to medium
low moderate fertility. The limitations of subclass /Il sc are:
the effective depth to moderate clay horizons limited by
compacted, low permeability, low air capacity, low organic
matter content and available phosphorus and low humidity.
Currently, there are natural grasses, corn, cassava and
cassava association / hame set forth in this subclass.

The soils of subclass [vhs are composed of poorly drained
soils, shallow to very shallow, clay, low permeability, high
moisture retention, sticky, plastic, moderately to strongly
acidic reaction, medium high contents of exchangeable
cations, percentages of phosphorus available and low
organic matter, moderate current fertility. In the current
conditions suitable for rice and natural grasses; excess
moisture resistant.

Zone 2. (Subclass VII sc - Iv esc). The subclass VIl sc
soils are strongly undulating, with slopes of 12 to 25%,
show slight erosion, well drained, moderately deep, with
a moderate to fine texture, medium moisture retention,
moderate permeability. Chemically, soils have a acidic to
neutral reaction and a moderate fertility. The main limitations
are strongly undulating slopes, the low content of nitrogen,
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phosphorus and organic matter. Part of this area is occupied
by cattle ranching on natural pastures and stubble.

The soils of subclass IV esc are located in areas heavily
undulated to undulated, with slopes of 12 to 25% and some
sections with 1 to 12%. They are moderately deep, mostly
clay with inclusions of moderately fine textured, well-drained,
medium to high moisture retention, suffer cracking during
the dry season. The chemical characteristics indicate that
| they have an acidic to slightly alkaline reaction, are high
in calcium, magnesium and potassium and organic matter
content and low in available phosphorus. Current use is
extensive grazing on natural pasture; in some sectors cotton,
corn, sorghum and cassava is grown.

Zone 3. (subclass VI sc — VI esc). The VI subclass sc has
soils with slopes between 12-25% and 25-50%, the soils are
shallow to moderately deep, coarse loamy to loamy, well
drained to excess. Susceptible to erosion, good permeability,
medium to low moisture retention, neutral to slightly acidic
reaction and moderate fertility. The limitations for the
management and use of these soils are the low availability
of water with scarce effective depth, available phosphorus
content, low nitrogen and organic matter. The current use of
the land is livestock with natural pasture as well as crops such
as maize, cassava, yams and some fruits.

In the subclass cluster VI esc soils with slopes of 12 - 25% and
25-50%, soils with very varied morphological, physical and
chemical characteristics; effective depth varies from shallow
to moderate. Thick loam to loamy, or clayey fine, low to
moderate fertility and acid reaction to neutral. The limitations
of the subclass are of chemical nature with phosphorus and
macronutrients deficiency and high aluminum content,
limiting their ability to preserve vegetation cover. Maintenance
of natural grass requires stringent precautions, avoiding
overgrazing to prevent the progress of erosion.

Zone 4. (subclass VII sc — VII esc). Part of the subclass
VII sc are soils with slopes up to 12 to 25%, slightly eroded;
limited by very superficial layers of gravel; they have strongly
acidic reaction, base saturation, low phosphorus and organic
matter content. The use for crop cultivation is low due to the
shallow depth and low effective fertility. Pastures are the best
current use of these soils. Besides, they are used for extensive
livestock management and small subsistence crops.

In the subclass VII esc has slopes of 1-12, 12-25, 25-50
and 50-75%, with moderate to severe erosion. The soils are
shallow to deep, well drained, with a low structural stability,
moderate permeability, low to medium moisture retention,
slightly acidic to neutral reaction and low to moderate fertility.
Severe limitations presented by steeply dipping slopes
susceptible to erosion and in some cases, low fertility. These
lands are suitable for agriculture and they have little pastures.

Best approach is forest, but as much of the area is in pasture
and stubble, it is necessary to take measures to prevent the
increase of erosion.

Sampling: A plastic cylinder of 3.8cm in diameter and
25cm in length was used to take samples at of 0-20 cm
depth, inserting, rotating and removing the cylinder with the
sample (soil and roots). From 15-20 samples per farm were
taken, they were homogenized to form a 2,000g example.
Two subsamples (1,000g each) were used to determine the
percentage of AMF colonization in roots and a subsample
of 1,000g to analyze the physical-chemical properties of the
soil: Na, P N, pH, cation exchange capacity (CEC), Ca, Mg,
Al, K and organic matter (OM).

Percentage of colonization: Collected samples were packed
in plastic bags and transported to the laboratory and stored
at 4°C until analysis. The colonization percentage was
determined by coloring the roots and further microscopic
observation were made to estimate root colonization
percentage. In each field the colonizing structure (field’s
positive) of arbuscles, vesicles, hyphae and spores present
within each root were observed. The results are expressed in
percentage (Pérez et al. 2011).

Statistical analysis: After determining the percentage of root
colonization it was correlated with the agroecological zone and
livestock farms (treatment) through an analysis of variance
(ANOVA) and a test of comparison, Tukey at 5% significance.
Physical and chemical parameters of soil evaluated in the
sampleds were pH, organic matter, phosphorus, potassium,
nitrogen, calcium, magnesium and texture.

Statistical  relationships  between physical-chemicals
parameters and colonization were determined by multivariate
statistical methods. The correlation between colonizing
structures (hyphae, spores, vesicles and arbuscules) and
treatment was made through a simple correlation analysis
(ACS). The classification of farms sampled in different
areas was performed with agglomerative cluster analysis of
Euclidean distances that is linked to the method of Ward
(Cabarcas & Pardo, 2001), taking into account information
from the ACS. To relate the physical-chemical soil variables
to the livestock a Multiple Factor Analysis for frequency table
for continuous variable (Zar, 1996) was used. All numerical
data were analyzed with the statistical program R (Rural
Development Core Team, 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

Given the confidence intervals of 95% for physical-chemical
parameters in livestock farms, pH values showed the soils to
be strongly acidic to strongly alkaline, with a medium and low
phosphorus, organic matter, nitrogen and sodium content;
and high to medium calcium, magnesium and potassium
values (Table 1).
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Table 1. Confidence intervals averaged 95% for chemical parameters of soils with angleton pasture in analyzed livestock farms.

M.O N p CIC Na Al K Ca) Mg
Indicator pH
% ppm Cmol.Kg 'suelo
IC95% |4.6-8.6| 0.0-3.0 |0.0-0.013| 0.0-17.5 | 5.2-44.6 | 0.0-2.66 | - | 0.0-0.94 | 0.0-25.1 | 0.0-11.52

pH: (method P/V relation 1:1); M.O: organic matter, method Walkey-Black-indirect organic carbon; P: Phosphorus, modified
method Bray II; CIC: cation exchange capacity, method ammonium acetate 1N and neutral; N and K: atomic absorption; Ca and

Mg: method compleximetric.

The results obtained of ANOVA indicate no significant and agroecological zones in agroecological zones and
differences (p-value = 0.213) between colonization reconfirmed this result with the Tukey test (Figure 1a and 1b).
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Figure 1. Tukey test (a) and Bloxpot’s graph results (b), for colonization AMF in angleton roots.
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Figure 2. Simple correlation analysis for colonization (hyphae, spores, vesicles and arbuscules) of AMF in angleton grass’

roots in relation to soil texture of livestock farms. HMIC: mycorrhizal hyphae, Arbus: Arbuscules, Vesic: Vesicles. F: franco, FA:
Franco clay, Far: Franco sandy, A: clay, Ar: sandy.
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The simple correlation analysis revealed a relationship
between patterns of colonization (hyphae, spores, vesicles
and arbuscles) of AMF and soil texture (Figure 2). Livestock
farms that are close to the first factor (circle A) have higher
rates of colonization predominantly arbuscules and vesicles
in angleton roots. Farms next to the second factor (circle
B) had higher rates of colonization with hyphae and spores
presence in the pasture roots. The graphed results show
a correlation between colonization patterns in relation to
livestock farms type having a particular soil texture.

Figure 3 displays the agglomerative classification analysis
of soil texture types found in the different analyzed livestock
farms. Hyphae were observed in farms with soil textures of
sandy loam; the greater abundance of spores were found
on farms with sandy loam to clay loam, while on farms
where arbuscules and vesicles were found, dominated the
soils of sandy clay texture. In farms where both spores and
arbuscules were observed a clay texture was predominant.
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Figure 3. Agglomerative classification analysis of mycorrhizal colonization patterns in roots by cattle livestock’ soil texture.

HMIC: mycorrhizal hyphae, Esp-Arb: spores and arbuscules.

Multiple factor analysis among soil physical-chemical
parameters and mycorrhizal colonization patterns in
Angleton’s roots on sampled farms, show that the first
component is related to high levels of magnesium and
potassium and low levels of Ca and N, phosphorous, sodium,
indicating that farms that have soils with these characteristics,
present patterns of colonization with vesicles and arbuscules
abundance in roots (A = 1.3, account for 27% of the total
variability of the data). The second component of the system
is related to a low cation exchange capacity, to low levesl
of organic matter, of calcium and low pH, having a greater
abundance of arbuscules in angleton roots, while in farms
with moderate levels of these parameters, hyphae and spores
associated to the roots were detected.

The colonization patterns observed in pasture angleton follow
the order from hyphae, spores, blisters and arbuscules. In
Colombia, there are no parallel works about this grass species.
However, Pérez & Vertel (2010) observed the presence of

arbuscules, hyphae, spores and vesicles in Colosana root
pasture in the municipality of Corozal, Sucre.

There are scarce worldwide research results on the effect of
environmental variables about colonization of AMF in roots
of tropical pastures. As an attempt to establish correlations
between some physicochemical parameters in the soil of
cattle ranches in the Colombian Caribbean coast, Pérez
et al. (2010) using statistical models through the analysis
of a multiple logistic regression in order to determine the
colonizing percentages of AMF in angletén grass roots,
found that nitrogen, calcium and potassium were chemical
variables that better explain the variation of the colonizing
event of these fungi, present in the roots of the grass.

Other studies have shown that the arbuscular mycorrhizae
have a great colonizing capacity within pH ranges from 2.7
to 9.2. For the colonizing of these mycorrhizae to occur, a soil
pH ranging from 4.5 to 5.5 is required (Alloush et al. 2000).

75



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica 16 (1): 71 - 78

2013

Factor 2: 1.0993 (22.9%)

Arbustivas

Factor1: 1.2891 (26.9%)

Figure 4. Multiple factor analysis among environmental variables and arbuscular mycorrhizal colonization patterns on angletén
grass’ roots. HMIC: mycorrhizal hyphae, Vesic: vesicles and Arbus: arbuscles.

This chemical parameter has influence on the solubility
and availability of elements towards the plants roots,
including iron, magnesium, copper, zinc and toxic amounts
of aluminum. High levels of phosphorus can inhibit the
colonizing percentage of mycorrhizae as well as the growing
of plants.

So far, several works have proposed that the application of
nitrogen (in the form of nitrate and ammonium) to the soil
can have a certain inhibitory or stimulating effect for the
colonizing of arbuscular mycorrhizae (Cardoso & Kuyper,
2006). It has been proven that nitrogen present in the form
of ammonium has a suppressive effect on the colonizing
of these mycorrhizae, due to the change in the pH of the
rhizosphere (Cardoso & Kuyper, 2006). The diversity in the
forms of inorganic nitrogen existing in the soil affects the
percentage of colonizing, the root length and the presence
of colonizing structure types such as arbuscles and blisters
(Valentine et al. 2002).

Applications of high levels of MgSO, resulted in reduced

root colonization and sporulation by Glomus sp. of sweet
potato and onion in aeroponic and sand culture, respectively.
Magnesium application depressed tissue-Ca levels. With
lower Ca in the tissue, colonization was reduced from >
30% of root length to 10%, and sporulation from 1200 to
ca. 200 spores per plant, 10 weeks after transplantation and
the start of nutrient application. These effects on colonization
and sporulation were independent of changes in tissue-P
concentration. High Mg/low Ca tissue concentrations induced
premature root senescence, which may have disrupted the
mycorrhizal association (Jarstfer et al. 1998).

Information about AMF and mycorrhizal host plant responses
at low pH (< 5) is limited. Root colonization is generally less
in low than in high pH soils. Maximum enhancement of plant
growth in acid soil varies with AM fungal isolate and soil pH,
indicating adaptation of AM isolates to edaphic conditions.
The absorption of many mineral nutrients such as P and Zn by
plant roots colonized by mycorrhizae in acid soil is increased
and the minerals which concentration is enhanced are those
commonly deficient in acid soils (Ca, Mg, and K). Some AM
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fungal isolates are effective in overcoming soil acidity factors,
especially Al toxicity, that restricts plant growth at low pH
(Clark, 1997; Clark & Zeto, 2000).

Although there is a considerable amount of information about
the in vitro factors that have an influence on the colonizing
of AMF in different soil types and agricultural crops, existing
information in situ about the effect of physical and chemical
parameters on the presence and colonizing structures of these
fungi in specific agroecosystems in Colombia is scare. The
relevance of AMF in different crops as a biological resource
which management and conservation, as well as its effects
on the vegetable productivity and sustainability, represent
environmental benefits since it improves the physicochemical
and biological soil conditions when it interacts with a variety
of macro and microorganisms in the rhizosphere (Barrer,
2009). The survival of plants in unfavorable or stressing
environments can be the consequence of multiple factors
and strategies, one of them being the symbiosis based on
arbuscular mycorrhizae (Tao & Zhiwei, 2005).

Although there are preliminary results on the evaluation
of the percentage of AMF colonization on the pasture
Colosoana according to physical and chemical parameters,
is still required much more researches to allow to conclusive
correlate these physical and chemical parameters with
efficiency in colonization by these fungi in edaphic conditions
of livestock farms in the department of Sucre. Subsequent
studies which evaluate the effect of AMF colonization on
other grass species, important for cattle feeding, and other
research which relates the effect of AMF colonization to the
physical and chemical soil parameters and determines the
mycorrhizal needs for efficient colonization are required.
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RESUMEN

Con el objeto de seleccionar lineas parentales promisorias
con adaptacién a la zona, adecuado rendimiento y tipo de
grano, se evaluaron 100 genotipos (95 lineas RC2 y 5 testi-
gos) de frijol arbustivo (Phaseolus vulgaris L.) en un disefo
de ltice 10 x 10, en la Granja Experimental Tunguavita en el
municipio de Paipa, Boyaca. Las lineas RC2 provienen de re-
trocruce avanzado entre la poblacién Radical Cerinza (padre
recurrente) y la accesion silvestre G10022 (padre donante).
Se registraron datos de vigor, dias a floracién y a madurez,
rendimiento de grano y sus componentes: nimero de vai-
nas por planta, nimero de granos por vaina y peso de 100
granos. El rendimiento final de grano presenté sus mayores
coeficientes de correlacién y significancia con los compo-
nentes numero de vainas por planta y peso de 100 granos.
Se identificaron varias lineas manifestando segregacion
transgresiva sobre el padre recurrente Radical Cerinza, en las
variables nimero de vainas por planta, peso de 100 granos
y rendimiento final, con siete lineas superiores significativa-
mente en rendimiento y adecuado tipo de grano. La linea de
mayor rendimiento con 3.894 kg ha' superé al padre recu-
rrente, en 1.811 kg ha''. Estos resultados indican que la me-
todologia de retrocruces avanzados se estd mostrando como
eficiente para introgresar genes para alto rendimiento, desde
accesiones silvestres hacia cultivares mejorados. Las lineas

de mejor comportamiento deberan seguir siendo avanzadas
con dicha metodologia, para la busqueda de progenitores
donantes de genes para alto rendimiento, para la obtencién
de nuevas variedades mejoradas de frijol arbustivo, para la
zona fria del Departamento de Boyaca.

Palabras clave: Retrocruce avanzado, pre-mejoramiento, fri-
jol, rendimiento y componentes.

SUMMARY

In order to select potential parents with adaptation to the
area, adequate yield and grain type, 100 genotypes (95 RC2
lines and 5 witnesses) of bush bean (Phaseolus vulgaris L.)
were evaluated in a lattice design 10 x 10 at the Experimental
Farm Tunguavita, Paipa-Boyaca. The RC2 lines were obtai-
ned from an advanced backcross between Radical Cerinza
population (recurrent parent) and a wild accession G 10022
(donor parent). Vigor, days to flowering and maturity, grain
yield and its components: number of pods per plant, number
of grains per pod and weight of 100 grains, were evaluated.
The final grain yield showed its highest correlation coeffi-
cients and significance for the components number of pods
per plant and weight of 100 grains. Several lines, expressing
transgressive segregation of Radical Cerinza, the recurrent
parent, in the variables number of pods per plant, weight of
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100 grains and final yield, with seven significantly superior
lines in yield and appropriate grain type were identified. The
line of maximum yield with 3.894kg ha' exceeded the re-
current parent in 1.811kg ha’'. These results indicate that
the advanced backcross method is proving to be efficient for
high yield genes, introgressed from wild accessions to impro-
ved cultivars. The lines with best yields should furthermore
be advanced with this methodology, in the search of donor
parents of high yield genes to obtain new bush bean impro-
ved varieties, for cold climate of the Boyaca department.

Key words: Advanced backcross, pre-breeding, beans, yield
and components.

INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la especie més im-
portante para el consumo humano, entre las leguminosas
de grano alimenticias. Tiene gran importancia en la dieta
de la poblacién colombiana, por su alto contenido proteico
y de minerales esenciales, siendo un producto clave en la
seguridad alimentaria. Hacen ventajoso su consumo, desde
el punto de vista nutricional, su elevado contenido de lisi-
na, fibra alimentaria y presencia de vitaminas del complejo
B (Voysest, 2000; Arias et al. 2007). Su produccién abarca
areas muy diversas, cultivdndose practicamente en todo el
mundo. América Latina es el mayor productor y consumidor,
con més del 45% de la produccién mundial (CNPAF- EM-
BRAPA, 2003).

Colombia es uno de los principales productores de frijol en
la zona andina, con alrededor de 86.134 hectéreas, sembra-
das por ano. Los departamentos de mayor produccién son
Antioquia, Huila, Santander, Narino, Tolima y Boyaca (CCI &
MADR, 2009); debido a las bondades del clima y la lluvia, el
rendimiento esté entre los mayores en América Latina, con
un promedio de 1.200kg ha™'. La variabilidad de ambientes,
desde los 500 hasta los 2.800msnm, permite la produccién
de muchas variedades, entre las cuales, se destacan los car-
gamantos y bola rojas, para los volubles y los calima, nima y
radicales, para los arbustivos (Arias et al. 2007).

Segun la Encuesta Nacional Agropecuaria (CCl & MADR,
2009), en el departamento de Boyacé se sembraron 7.266ha
de frijol, distribuidas en 26.492 unidades productoras, con
una prolduccién de 10.515t y un rendimiento promedio de
1,4t ha .

Debido a que el frijol es una especie autégama y su repro-
duccién sexual es por autofecundacién, cada genotipo tien-
de a aislarse de otro, restringiendo el libre intercambio de
genes. Por esto, la base genética de los cultivares mejorados
es en realidad muy estrecha (Adams, 1977; McClean et al.
1993; Voysest et al. 1994) y, Gnicamente, un cierto tipo de

cultivares, genéticamente muy relacionados, predomina en
cada zona. Asi, se logra muy poca o ninguna ganancia ge-
nética, a través de cruzamientos entre cultivares de la misma
clase comercial o acervos de frijol, siendo el mayor limitan-
te a la hora de mejorar el rendimiento (Singh et al. 1989).
Ademaés, el mejoramiento para alto rendimiento debe ser
llevado a cabo dentro de unos pardmetros de hébito de cre-
cimiento, madurez, adaptacién local, factores especificos de
resistencia a plagas y enfermedades, tamano de semilla y las
diferentes preferencias en calidad de cada regién, donde se
consume frijol. De no ser asi, el material resultante tendra un
valor econémico reducido; por tal razén, las estrategias de
mejora deben ser guiadas al uso de materiales con potencial
para aumentar el rendimiento, sin afectar estos factores im-
portantes (Iriarte et al. 2006).

Durante la Gltima década, se ha incrementado el interés en
las formas silvestres de plantas cultivadas, en general, y de
leguminosas, en particular. Estas son utilizadas como una
fuente importante de genes, principalmente, para resistencia
a plagas y a enfermedades, ayudando a la produccién de
nuevas variedades de alto rendimiento (Gepts, 1991). Los sil-
vestres representan una fuente de diversidad adicional para
los cultivados, convirtiéndose en un reto para el mejorador
encontrar el sistema de cruzamiento y de seleccion, que per-
mita transferir esta diversidad con la mayor eficiencia a los
cultivados, sobre todo, si se trata de caracteres poligénicos
(Gepts, 1994), dada su menor heredabilidad y la importancia
agronémica de los mismos, como en el caso del rendimien-
to.

El fitomejoramiento deberia ser uno de los principales usua-
rios del germoplasma conservado en los bancos, como fuen-
te del recurso “genes valiosos”, a ser introducidos en la base
genética adaptada. Pero la brecha genética entre el pool de
germoplasma élite de los programas de mejoramiento gené-
tico y el de germoplasma ubicado en los bancos puede ser
grande, resultando necesario realizar etapas de trabajo, pre-
vias al desarrollo de variedades para facilitar su utilizacién.

El pre-mejoramiento (pre-breeding) realiza este trabajo de
intermediacion, incorporando genes o grupos de genes aso-
ciados a caracteristicas favorables, provenientes de genoti-
pos exdticos, otras especies, géneros o familias vegetales.
El material resultante, “genéticamente valorizado”, es pos-
teriormente incorporado en los programas de mejoramien-
to, como lineas parentales para el desarrollo de cultivares.
Por esta razon, este proceso también se denomina “disefio
de lineas parentales” (parent building). El pre-mejoramiento
constituye, entonces, la primera etapa en la utilizacién de los
recursos genéticos, luego de las etapas de colecta, de iden-
tificacion, de conservacién y de caracterizacion/evaluacion
(Pritsch, 2001; Paredes et al. 2010).

80



Articulo Cientifico

Delgado, H.; Pinzdn, E.H.; Blair, M.; Izquierdo, P.C.: Lineas frijol de retrocruce avanzado

Cuando se trabaja con cruzamientos entre genotipos silves-
tres y cultivados, la mayor parte de la variacién observada
puede ser explicada a partir de unos cuantos genes mayo-
res, relacionados con el sindrome de la domesticacion y los
genes, con menores efectos, son imposibles de identificar
(Tanksley & Nelson, 1996). Se cree que al eliminar la varia-
cién atribuida a los genes de domesticaciéon por medio de
retrocruces, se revelaran aquellos alelos novedosos que pue-
dan contribuir positivamente al rendimiento. Para hacer esto
de manera eficiente es necesario introgresar el genoma del
silvestre en bloques, por medio de la metodologia de retro-
cruces avanzados, sugerida por Tanksley & Nelson (1996),
como una nueva estrategia de mejora genética basada en
ciclos de retrocruzamiento sin seleccion, seguido de varios
ciclos de autofecundacién, “inbred backcross”, propuesto
por Bliss & Brown (1983). Recientemente, el Centro Inter-
nacional de Agricultura Tropical —CIAT-, ha venido aplicando
esta metodologia para generar una poblacién, partiendo de
una variedad andina mejorada de tipo Radical y una acce-
sién silvestre colombiana. Con los datos obtenidos de los
ensayos buscan mostrar incrementos en el rendimiento de
variedades andinas de frijol comun y confirmar la utilidad del
proceso de retrocruces avanzados para introgresar genes de
alto rendimiento, desde genotipos silvestres hacia cultivados
(Iriarte et al. 2006; Blair et al. 2006).

En este trabajo, se evaluaron 95 lineas RC2 (de segundo re-
trocruce), mas cinco testigos en las condiciones agroecolé-
gicas de la Granja Experimental Tunguavita en Paipa (Boya-
cd), con el objeto de seleccionar progenitores potenciales
para futuros cruzamientos o lineas promisorias con adap-
tacion a la zona, adecuado rendimiento y calidad de grano.

MATERIALES Y METODOS

El experimento, se realiz6 en un lote de la Granja Experi-
mental Tunguavita en Paipa (Boyacd), propiedad de la Uni-
versidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia, ubicada a
2.470msnm, con 13,8°C de temperatura promedio anual y
74% de humedad relativa, con un régimen bimodal de lluvias
que aportan 835mm de precipitacién anual.

Material vegetal: La poblacién RC2, de la cual provienen las
95 lineas, se desarroll6 a partir del cruce entre el cultivar Ra-
dica Cerinza, como padre recurrente y la accesién silvestre
G10022, de la Coleccién de Germoplasma del CIAT, como
padre donante. El padre recurrente Radical Cerinza es, se-
gun Astudillo & Blair (2008), un cultivar local arbustivo de
grano mediano y color rojo, colectado en Restrepo (Valle).
La semilla de los genotipos en evaluacién fue facilitada por
el CIAT, mediante un Acuerdo de Transferencia de Germo-
plasma (ATG).

Manejo agronémico: La siembra, se efectué en surcos de

3m de longitud por cada material, a 0,6m de distancia entre
surcos y 10cm entre plantas. Con base en recomendaciones
de Buenas Précticas Agricolas para el cultivo de frijol (Arias
et al. 2007), para la fertilizacién constante, como enmienda
y fuente de calcio, se aplicé el equivalente a 768kg ha' de
CaO con Abono Paz del Rio (0-9-0-48). La dosis de fosforo,
como P,0O, fue de 157kg ha' con fuentes Abono Paz del Rio
y el compuesto 17-6-18-2. Se aplicaron dosis de N y K,O
equivalentes a 40kg ha™, usando como fuente el compuesto
17-6-18-2. Se efectué manejo preventivo de enfermedades,
con aplicacién de clorotalonil + benomil, en dosis de 25cm’
+ 20cm’/20L de mezcla, respectivamente, debido a que por
el tipo de cruce original se puede presentar susceptibilidad a
patégenos, en algunas lineas en evaluacion. Para el manejo
de plagas, se aplicé etofenprox, en dosis de 10cm’/20L de
mezcla. Las arvenses se manejaron con control manual.

Diseno experimental: Se evaluaron 95 lineas y 5 genotipos
testigos (el padre recurrente Radical Cerinza (2 veces), NUA
35, CAL 96 y AFR 298), en un diseno de latice 10 x 10, con
tres repeticiones. Para el anélisis estadistico de las variables
evaluadas: rendimiento de grano seco al 14% de humedad
(REND) y sus componentes: nimero de vainas por plan-
ta (VPP), nimero de granos por vaina (GPV) y peso de 100
granos (P100G), més los dias a floracién (DFL) y los dias
a maduraciéon (DAM), se utilizé el sistema estadistico SAS
v.8e (Cary, NC). Como primer paso, se comprobé estadis-
ticamente el ajuste de las variables a los supuestos de nor-
malidad y de homogeneidad de varianzas del modelo, me-
diante la prueba de normalidad, con el estadistico Shapiro
— Wilk y la prueba de Levene, respectivamente, para aplicar
estadistica paramétrica. A las variables que no se ajustaron
a la normalidad, se les aplicé transformacién de los datos,
siendo efectiva la transformacién raiz cuadrada (\/y ),
para algunas de ellas. Para las variables en las cuales nin-
guna transformacién fue efectiva, se les realizé anélisis de
varianza de una via no paramétrico, mediante la prueba de
Kruskal — Wallis. En las variables con comportamiento ajus-
tado a normalidad, se aplicé prueba de comparacién de me-
dias de Duncan; también se realiz6 anélisis de correlaciéon
lineal multiple. Para la determinacién de humedad del grano
y convertir los datos de rendimiento final de grano seco y
P100G al 14% de humedad de los materiales evaluados, se
utiliz6 un Medidor Motomco Moisture Meter modelo 919 del
Laboratorio de Semillas de FENALCE en Tunja.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para los genotipos evaluados, inicialmente, mediante prueba
de normalidad, se observé que los datos de ninguna de las
variables se ajustaban a la normal. Solamente a los datos de
numero de vainas por planta (NVAI) y rendimiento final de
grano seco (REND), se les logré6 comportamiento ajustado a
la normal, mediante la transformacion raiz cuadrada (\/? ).
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En el andlisis de varianza (Tabla 1), se puede observar que
el diseno de latice fue més preciso que el disefio de bloques
completos al azar, como lo demuestra el valor de su eficien-
cia relativa respecto al segundo, que fue de 113,29. En la
tabla 2, se muestra parte de la prueba de comparacién de
medias de Duncan para NVAI y REND de 7 lineas seleccio-
nadas, entre las 95 evaluadas, por su mayor rendimiento de
grano y tipo de grano, con caracteristicas cercanas (color
rojo y tamano) al del padre recurrente Radical Cerinza. Se

observa que la linea BID 30 presenté el mayor rendimiento
de grano, con 3.894kg ha'', superior significativamente al de
Radical Cerinza en 1.811kg ha' y al de los demas testigos.
Las otras 6 lineas seleccionadas mostraron también un buen
comportamiento y tipo de grano, superando los 3.000kg ha
de rendimiento. Estas siete lineas se muestran promisorias
para continuar su avance y seleccién con la metodologia de
retrocruces avanzados.

Tabla 1. Anélisis de varianza para rendimiento y nimero de vainas/planta en genotipos evaluados. Granja Experimental

Tunguavita. Paipa, Boyaca. 2010-A.

Cuadrados Medios
Fuentes de 1 REND.'
G.L NVAI
variacién (kg/ha)
Replicaciones 2 3,0952 160,97
Bloques dentro

. . 27 1,474 227,12

de replicaciones (Aj.)
Componente B 27 1,474 227,12
Tratamientos (Sin Aj.) 99 1,1288 204,49
Error intrabloque 171 0,54 47,6247
Error de B. C. randomizados 198 0,6749 72,1015
Total 299 0,814 116,53

' Variables con transformacion raiz cuadrada.
Eficiencia relativa frente a DBCA=113,29

G.L.: Grados de libertad. NVAI: Numero de vainas/planta. REND; Rendimiento

Tabla 2. Medias ajustadas de siete lineas RC2 seleccionadas de las 95 evaluadas y comparadas con testigos para las variables
NVAI 'y REND. Granja Experimental Tunguavita. Paipa, Boyaca. 2010-A.

LINEA/GENOTIPO NVAI REND (kg/ha)
BID 30 31,62 ab 3893,61 a
BID 112 23,71 abcd 3719,94 a
BID 91 34,80 a 3510,50 a
BID 47 25,92 abc 3157,73 ab
BID 80 21,90 bed 3075,87 ab
BID 65 22,99 abcd 3055,99 ab
BID 77 29,09 ab 3021,39 ab
Radical Cerinza 14,68 de 2083,10 bc
NUA 35 15,28 cde 1652,82 ¢
AFR 298 15,50 cde 1516,82 ¢
CAL 96 10,66 e 1468,47 ¢

DMS al 0,05=11,3761

DMS al 0,05=1071,84

Medias con letras distintas indican diferencia significativa segiin DMS al 0,05.




Articulo Cientifico

Delgado, H.; Pinzdn, E.H.; Blair, M.; Izquierdo, P.C.: Lineas frijol de retrocruce avanzado

Los excelentes resultados en incremento de rendimiento res-
pecto al progenitor recurrente cultivado, demuestran segre-
gacion transgresiva positiva y confirman que las variedades
silvestres tienen el potencial de aportar genes para alto ren-
dimiento a las variedades cultivadas, constituyéndose en un
valioso recurso germoplédsmico para el mejoramiento gené-
tico del cultivo, como lo demostraron inicialmente en arroz,
en China, donde comprobaron que QTL s derivados de O.
rufipogon, una variedad silvestre de arroz, estuvieron asocia-
dos con incremento en el rendimiento, en una variedad hibri-
da (Xiao et al. 1996; Xiao et al. 1998) y como se ha deducido
de investigaciones realizadas en arroz y en frijol por el CIAT,
en Colombia (Moncada et al. 2003; Iriarte et al. 2006). Estos
resultados también coinciden con lo reportado por Herrera
& Acosta (2008), en cuanto a que en cruzamientos de ge-
notipos silvestres con genotipos cultivados, se obtiene una
ganancia genética, en cuanto a rendimiento.

El estudio de deteccion de QTL’s, mediante marcadores
moleculares en esta misma poblacién de lineas con la me-
todologia de retrocruces avanzados, lo esta desarrollando el
CIAT (datos sin publicar).

Barrios (2011) utilizé una retrocruza (RC2F2:5) entre Radi-
cal Cerinza y la accesion silvestre G24390 para, mediante
marcadores microsatélites, construir un mapa genético e
identificar posibles QTLs asociados a caracteristicas agrono-
micas de interés, relacionadas con caracteristicas agronémi-
cas asociada a rendimiento. Se hallaron un total de 9 QTLs
para las caracteristicas fenotipicas evaluadas, por medio del
andlisis por intervalo compuesto, entre los que se resalta el
QTL RENDA4,2, asociado a la caracteristica rendimiento en la
localidad de Popayén, que explicé una variabilidad fenotipica
del 21%, atribuida al padre silvestre G24390, demostrando
también la importancia de la introgresién de caracteristicas
de importancia, desde accesiones silvestres a lineas élite de
frijol.

En cuanto al nimero de vainas por planta (NVAI), las lineas
BID 91 y BID 30 presentaron los mejores resultados, con 35
y 32 vainas, respectivamente, coincidiendo con su alto rendi-
miento y mostrando diferencia significativa con Radical Cerinza
y con los otros testigos, respecto a este componente (Tabla 2).

En la tabla 3, efectivamente se observa que el rendimiento
final de grano seco de los genotipos evaluados presenté su
mayor coeficiente de correlacion (r=0,6828) en forma posi-
tiva y altamente significativo, con el componente nimero de
vainas por planta (NVAI). Este resultado es coincidente con
numerosos reportes de investigacion, a nivel nacional e inter-
nacional, respecto a que el nimero de vainas por planta es
el principal componente del rendimiento en frijol (Nienhuis
& Singh, 1986; Ranalli, 1996; Furtado et al. 2002; Gémez &
Frankow-Lindberg, 2005; Lépez & Ligarreto, 2006). El ren-
dimiento también present6 correlacion positiva y altamente
significativa, aunque de menor magnitud, con el peso de
100 granos (r=0,5027), lo cual, también ha sido reporta-
do en algunos estudios en frijol, aunque con resultados no
siempre coincidentes en este sentido (Coimbra et al. 1999).

En la tabla 3, para analizar e interpretar la correlacion del
Vigor con las demas caracteristicas evaluadas, es necesario
tener en cuenta que la escala estdndar que se utiliza para su
evaluacion, es inversa en sus valores numéricos, que expre-
san la calificaciéon de cada genotipo, o sea, que las lineas méas
vigorosas que el testigo tienen calificacién numérica baja,
1 o 3, al testigo se le asigna calificacién 5 (vigor normal),
mientras que en los vigores inferiores al testigo, es decir, los
genotipos con menor vigor, su calificacion numérica es alta,
7 o0 9 (CIAT, 1987). En otras palabras, que un menor valor
en la escala refleja un mejor comportamiento en cuanto a
esta caracteristica; es por esta razén, que la mayoria de los
coeficientes de correlacién del Vigor con las otras variables
evaluadas fue de signo negativo, pero en realidad se deben
interpretar como de signo positivo.

Tabla 3. Coeficientes de correlacién de Pearson para caracteristicas evaluadas en 100 genotipos de frijol. Granja Experimental

Tunguavita. Paipa, Boyaca.

Caracteristica VIG NVAI NGRA P100g
NVAI -0,6795 N.S.
NGRA -0,2298%** -0,1420*
P100G -0,3546%* 0,0281 N.S. 0,1504%**
REND -0,3389** 0,6828%* 0,3643%* 0,5027%*%*

VIG: Vigor; NVAI: Nimero de vainas/planta; NGRA: Numero de granos/vaina; P100G: Peso de 100 granos en gramos; REND:

Rendimiento.

(N.S): No significativo; (*): Significativo al 5%; (**): Significativo al 1%.
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Para los 100 genotipos evaluados, las variables: Vigor, defi-
nida por CIAT (1987), como la adaptacién vegetativa, dias a
floracion (DAF), dias a maduracién (DAM), nimero de gra-
nos por vaina (NGRA) y peso de 100 granos (P100QG), que
no presentaron comportamiento ajustado a la normalidad y,
por cuanto, se les realizé andlisis de varianza no paramétrico,
se observa en la tabla 4 que, segin la Prueba de Kruskal —
Wallis, no se presentaron diferencias significativas entre los
genotipos en cuanto a DAF y DAM, lo cual, era de esperarse,
debido a que estas lineas en la etapa anterior de evaluacién
fueron seleccionadas buscando un fenotipo mas cercano a
Radical Cerinza que al progenitor silvestre, voluble y de ciclo
tardio. Para las variables: Vigor, NGRA y P100G, segun la
misma prueba (Tabla 4), si se present6 diferencia significati-
va, lo cual indica que, al menos una de las medianas de los
genotipos evaluados fue diferente para estas caracteristicas.

Se podria concluir y recomendar que las siete lineas RC2
seleccionadas (Tabla 2), por su adaptacién al érea de eva-
luacién en Paipa (Boyacd), significativo mayor rendimien-
to y adecuado tipo de grano, deben continuar avanzando,
mediante la metodologia de retrocruces avanzados hacia el
padre recurrente Radical Cerinza, pues son promisorias para
al final del proceso convertirse en potenciales progenitores,
para ser involucrados en nuevos cruzamientos o en lineas
promisorias para la futura obtencion de nuevas variedades
arbustivas de frijol, para el Departamento de Boyaca. En el
actual avance, algunas de estas lineas ain no poseen una
arquitectura de planta adecuada, pues presentan tendencia
a ser postradas y requeririan de retrocruces adicionales hacia
el padre recurrente Radical Cerinza, para obtener hébitos de
crecimiento recomendables.

Se vislumbra con este y otros trabajos similares, la utilidad
de la metodologia de retrocruces avanzados, como técnica
de pre-mejoramiento para la introgresién de genes benéfi-
cos, desde materiales silvestres hacia cultivares mejorados.

El buen comportamiento de lineas de la poblacién en el &rea
de evaluacion, se debe, sin duda, a la adaptacion a la zona
del progenitor recurrente Radical Cerinza, que ha sido el ge-

notipo de mejor comportamiento en la Granja Tunguavita
(Paipa, Boyaca), en anteriores ensayos realizados.
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RESUMEN

Las colecciones de frijol se han estudiado por caracteristicas
morfolégicasy de produccién, pero hace falta el conocimiento
de los caracteres relacionados con el crecimiento de la
planta y la fotosintesis; la aplicacién de esta investigacion
permite apoyar a los programas de mejora genética de
cultivares de alto valor para la seguridad alimentaria. En
una coleccién de frijol comun, compuesta por 29 materiales
de procedencias Argentina, Bolivia, Colombia, México y
Pert existente en el banco de germoplasma de la Nacién
colombiana que administra la Corporacién Colombiana
de Investigacién Agropecuaria (Corpoica), se midieron 34
variables cuantitativas relacionadas con el crecimiento de
la planta y la fotosintesis, con el objetivo de seleccionar
las variables de mayor aporte genético y poco efecto de
ambiente. Los andlisis para las variables cuantitativas de
indole fisiol6gica revelaron alto efecto del ambiente sobre su
expresion, excepto sobre los componentes de crecimiento
razon érea foliar (RAF), razén peso foliar (RPF) y éarea foliar
especifica (AFE), que presentaron mayor expresiéon genética,
indicando que son caracteres que se pueden usar para
describir las accesiones de la coleccion y como variables, con
uso potencial, para la selecciéon de genotipos, en programas
de mejoramiento genético.

Palabras clave: Crecimiento y desarrollo, evaluacién, germo-
plasma, leguminosa comestible.

SUMMARY

Bean collections have been documented by morphological
and production traits, but the knowledge related with growth
and photosynthesis are deficient, allowing the application of

this research to support breeding programs of high value
cultivars for food security. In a common bean population of 29
accessions of the Colombian germplasm bank administrated
by the “Corporacion Colombiana de Investigacion
agropecuaria (Corpoica)” with origins in Argentina, Bolivia,
Colombia, Mexico and Peru, 34 variables were measured with
several quantitative characteristics related to plant growth
and photosynthesis, in order to identify the variables with
higher genetic improvement and lower environmental effects.
The analysis of the 34 quantitative variables of physiologic
nature revealed the high effect of the environment on their
expression, except on the leaf area ratio (LAR), the leaf weight
ratio (LWR) and the specific leaf area (SLA), which are more
genetic expression, showing them as possible characters to
be used at accessions description and as potential variables
for the genotype selection in breeding programs.

Key words: Growth and development, evaluation, germplasm,
food legume.

INTRODUCCION

La descripciéon y la documentacién de las colecciones de
germoplasma que se relacionan en los datos de pasaporte
constituyen el valor agregado de las accesiones, pues
dejan reconocer su uso potencial, al igual que permite a
los programas de recursos genéticos vegetales a conocer
la variabilidad genética que conservan y sirven para que los
programas de mejoramiento genético disminuyan el nimero
de genotipos y el tiempo invertido en premejoramiento
(Borém, 1998).

Durante las ultimas décadas, se han aplicado muiltiples
estrategias tendientes a aumentar la produccién de
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alimentos; sin embargo, las ganancias han sido evaluadas
como simples métodos de incremento de los componentes
del rendimiento, como peso del grano, el peso de la vaina,
mazorcas, espigas y panojas, entre otras estructuras
reproductivas y del nimero de granos por estructura, pero
la produccién es el resultado del componente genético
y del ambiente, considerando el cultivar y el efecto de los
factores bidticos y abidticos sobre su expresién. Por tanto,
en cualquier intencién de mejora genética, es importante
considerar la posibilidad de manipular los genes involucrados
en el rendimiento, en las resistencias a patégenos y en el
estrés abidtico, en la alta calidad nutricional y en la eficiencia
fisiologica, a través del uso de los recursos genéticos con
genes de interés (Bressan & Pereira, 2003).

El frijol presenta contenido de proteina, que varia del 20
al 28% y tiene aminoacidos esenciales, como metionina,
lisina y triptéfano, ademas de calcio y hierro; este alto valor
nutricional ha hecho que la especie sea considerada la
principal fuente de proteina para poblaciones de escasos
recursos, especialmente, para paises en desarrollo, donde
el consumo per capita puede alcanzar los 50kg en algunas
regiones (Broughton et al. 2003). Para el 2009, a nivel global,
se cosechoé un éarea de 25.563.866ha, con una produccién
de 20.698.984t, en el que participaron 121 paises (FAO,
2011).

La produccién de esta leguminosa podria estar seriamente
afectada, puesto que el frijol se considera como uno de
los cultivos més vulnerables al cambio climéatico. Segun el
programa de investigacién enfocado en cambio climético,
agricultura y seguridad alimentaria (CCAAF), que hace
parte del Grupo Consultivo para Investigacién Agricola
Internacional (CGIAR), la generacién de variedades que
respondan a las nuevas y variables condiciones ambientales,
se destaca como una de las soluciones para enfrentar y
mitigar el efecto del cambio climéatico en la agricultura (Jarvis
et al. 2011).

La descripciéon de los estados de desarrollo de las
plantas, el estudio de la dindmica de la materia seca
por ¢6rgano, las relaciones fuente-vertedero, las tasas
fotosintética y respiratoria, la concentracién de pigmentos
fotosintéticamente activos, como clorofila o, B y total y los
modelos de crecimiento son de gran utilidad para definir los
requerimientos de regeneracion de colectas y en la seleccién
de progenitores por caracteristicas de interés, para enfrentar
los retos de seguridad alimentario y de cambio climético
(Gonzélez et al. 1995; Mohr & Schopfer, 1995).

Estudios con marcadores moleculares sugieren que las
poblaciones de frijol se clasifican en dos grupos: uno, de
Meso-América, que corresponde a genotipos de semilla
pequena vy, el otro, de la parte central de los Andes, que

concierne a variedades de semilla grande (Gepts & Bliss,
1986; Kwak & Gepts, 2009); los dos grupos dgenéticos
también difieren por su potencial de rendimiento. En general,
las accesiones mesoamericanas se destacan por presentar
mayor produccién que las andinas; este comportamiento
puede ser funcion de la rata de acumulacién de biomasa
durante su crecimiento (Sexton et al. 1994).

Las caracteristicas para la identificacién de la variabilidad
genética entre los diferentes acervos genéticos de las
especies silvestres y cultivadas de frijol, casi siempre han
sido fenotipicas, como el tamano de la semilla y la forma y el
tamano de la hoja, la longitud de los entrenudos y el habito
de crecimiento, el tipo de faseolina, las aloenzimas, y el ADN
del nlcleo y de las mitocondrias (Gepts, 1988); sin embargo,
los estudios donde se miden caracteres fisiolégicos como
aporte al conocimiento de la variabilidad genética son muy
escasos (Gonzélez et al. 1995).

La fotosintesis es el proceso que mas contribuye a la
produccién de biomasa; por tanto, el manejo genético
y bioquimico de esta caracteristica es especialmente
importante en la produccién de alimentos. Para mejorar
la fotosintesis es necesario manejar otros procesos, que
permitan reducir los costos de energia y la tasa de respiracion
e incrementar el uso eficiente de los nutrientes, como Py N,
asi como realizar cambios morfolégicos en la arquitectura de
la planta (Foyer et al. 1995).

En varios cultivos se ha documentado que existe variacién
genética en la capacidad fotosintética. En frijol, Lynch et
al. (1992) observaron contrastes genéticos significativos en
parametros relacionados con la fotosintesis entre poblaciones
silvestres de diferentes regiones de origen, mientras Bressan
& Pereira (2003) reportaron elevados valores de heredabilidad
(> 0,50), para parametros fisiolégicos en frijol cultivado,
indicando una fuerte influencia de los factores genéticos
sobre la fotosintesis; en consecuencia, las diferencias
fotosintéticas de los genotipos puede ser explotada en el
fitomejoramiento.

Un mayor grosor de la hoja es usualmente asociado con
alta tasa de asimilacion de carbono foliar y varios estudios
igualan la masa foliar especifica con este grosor (White &
Montes, 2005). Esta aproximacién es util porque ignora las
diferencias entre el verdadero grosor, debido a la variacién
del contenido de agua, aire y otros factores. Muchos de los
parametros relacionados con el grosor de la hoja en frijol
presentan grandes diferencias entre lineas o genotipos, lo
cual, es consistente con varios reportes que sugieren que
materiales de Mesoamérica tienen mayor grosor de hoja que
los andinos (White & Montes, 2005).

En este trabajo, se evaluaron pardmetros de crecimiento
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y variables de eficiencia fotosintética en una coleccién de
germoplasma de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y
se determiné el efecto de los componentes genético y
ambiental, en la expresién del conjunto de las variables en
estudio.

MATERIALES Y METODOS

En la Corporaciéon Colombiana de Investigacién
Agropecuaria (Corpoica), C.I. Tibaitatd, ubicado a 4°42’ de
latitud norte, 74°12’ de longitud oeste y 2540m de altitud,
en el Municipio de Mosquera (Cundinamarca, Colombia),
se llevd a cabo un estudio de evaluacion fisiolégica de frijol
en dos semestres, con precipitacién por ciclo de cultivo de
396 y 267mm y 13,2 y 13,5°C de temperatura diaria, en
promedio, respectivamente. Los suelos de los lotes, donde
se efectud el trabajo, presentaron niveles adecuados de
fertilidad, con estructura franco limosa, materia orgénica
3,7%, fésforo 30ppm, capacidad de intercambio catiénico
31,8 y meqg/100g, de suelo de: Ca 19,0; Mg 2,8; K 0,19 y Na
0,63 (Flor, 1985).

Se utilizaron 29 accesiones de frijol (Ph. vulgaris L.); 25,
corresponden a cultivares regionales e introducciones de
los acervos genéticos Andes y Mesoamérica, de la coleccion
colombiana de frijol existente en el banco de germoplasma de
Corpoica en el C.1. Tibaitat4; a su vez, 14 son de crecimiento
determinado arbustivo (tipo I): Antioquia 10, Antioquia 19,
Antioquia 27A, Boyacéa 18, Cundinamarca 148, Narino 12,
Tolima 17-2, Tolima 43, Bolivia 7, México 171, México 496,
México 497, Pert 40 y Pert 154; tres de hébito indeterminado
arbustivo (tipo Il): Antioquia 20, Tolima 17-1 y Argentina 1 e
indeterminado postrado (tipo IlI), ocho accesiones: Antioquia
21, Cauca 34, Huila 5, Narino 7A , Tolima 16, Tolima 16B,
Pert 5 y Peru 224. Esta coleccién incluyé cuatro variedades
mejoradas de importancia comercial en zonas frias de
Colombia: Diacol Andino, ICA Cerinza y la linea élite L-34400
de hébito tipo | e ICA Tundama de habito de crecimiento tipo
II, usadas como testigos.

Las 25 accesiones regionales e introducidas, se tomaron al
azar y representan el 15% de la coleccién de germoplasma,
conformada por 165 accesiones. Todas las colectas, se
sembraron en dos semestres o ambientes en la localidad C.1.
Tibaitatd, bajo el diseno experimental de bloques completos
al azar, con 29 tratamientos y cuatro replicaciones. Los
tratamientos fueron las accesiones. La unidad experimental
fue un area de 9,6m° estuvo constituida por 4 surcos de
4m de largo, distanciados 0,6m entre ellos, con distancia de
10cm entre plantas.

La medicién de las variables de peso seco y area foliar, se
realiz6 en una planta por parcela, a partir de los 17 dias
después de la emergencia del cultivo hasta el estado de

madurez fisiol6gica; las lecturas se tomaron cada 8 dias, para
un total de 22; se hizo la seleccién de plantas, con el objeto
de hacer uniforme el estado biolégico de las muestras.

En la tabla 1, se relacionan las 34 variables cuantitativas de
origen fisiolégico evaluadas en el estudio. Para tal efecto,
se separaron en cada planta las hojas, los tallos, la raiz
remanente después del arranque de la planta del suelo y los
frutos y se secaron en un horno Mettler PE 3600, a 70°C, por
48 horas, en las que se determiné el peso seco por érgano
y total de la planta; el area foliar, se midi6 en material fresco,
empleando el medidor LI-300.

La fotosintesis neta, se hallé con el equipo portéatil Licor 6200,
sobre uno de los trifolios del estrato superior de la planta,
en la fase vegetativa, en la etapa fenoldgica V4: tercera hoja
trifoliada y en la fase reproductiva, en las etapas fenolégicas
R6: floracién y R7: formacién de vainas (Fernédndez et al.
1985). De igual manera, en extractos vegetales de plantas
en etapas V4, R6 y R7, mediante espectrofotometria, se
cuantificé la absorbancia a 649 y 665nm, con lo cual, a su
vez, se determind la concentracion de clorofila o, B y la total.

Con base en los datos del peso secoy area foliar, se calcularon
los indices de crecimiento: tasa de asimilacién neta (TAN),
tasa de crecimiento relativo (TCR), relacién area foliar (RAF),
duracién érea foliar (DAF), como relaciéon de érea foliar
contra el tiempo entre dos momentos, area foliar especifica
(AFE) y relacién peso foliar (RPF), por el método tradicional,
propuesto por Radford (1967), con cumplimiento de los
supuestos fisioldgicos de variacién del peso seco, en forma
continua, en un periodo de tiempo t, a t, y dependencia
lineal entre el peso seco total y el area foliar. La dinamica de
la materia seca expresada en porcentaje, se calculé con base
en el peso seco acumulado, a través del tiempo por cada
érgano y para cada una de las 29 accesiones de frijol.

Los datos de las variables fisiolégicas, se procesaron con el
sistema SAS®, version 9,4. Se determinaron las estadisticas
descriptivas, como promedios y desviaciones estandar
y se realizaron los andlisis de varianza para cada variable,
en los dos ambientes de evaluacién; con el procedimiento
Univariate, se obtuvo la prueba de normalidad del supuesto
del modelo estadistico (e;~ N I (0, o°). Las variables de
peso seco y érea foliar sin normalidad, se transformaron a
logaritmo natural (log,).

Los componentes de varianza, se generaron a partir de los
cuadrados medios de las repeticiones y ambientes, como
efectos fijos y accesiones vy, el error experimental, como
efectos aleatorios del anélisis de varianza; este andlisis,
se realizd6 con la aplicacién del procedimiento Varcomp.
Los estimadores de los componentes, se calcularon de la
siguiente forma:
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Tabla 1. Caracteres fisiologicos cuantitativos evaluados en 29 accesiones de la coleccién colombiana de frijol.

Variables Abreviaturas Unidades
Area foliar total Aftol cm’
Peso seco total Pstol d
Peso seco de hojas Pshoj d
Peso seco de raiz Psrai d
Peso seco de flores Psflo g
Peso seco de vainas Psvai d
Peso seco de granos Psgra g
Peso seco de tallos Pstal d
Proporcién peso seco de hojas Ppsho %
Proporcién peso seco de raiz Ppsra %
Proporcién peso seco de flores Ppsfl %
Proporcién peso seco de vainas Ppsva %
Proporcién peso seco de granos Ppsgr %
Proporcién peso seco de tallos Ppsta %
Tasa de asimilacién neta TAN gcm®. dia’
Tasa de crecimiento relativo TCR g.g' .dia’
Relacién érea foliar RAF cm’. g’
Duracién éarea foliar DAF Dias
Area foliar especifica AFE cm’. g’
Razén peso foliar RPF g.qg’
Radiacién Radia pmol. m”. s’
Temperatura Tempe °C
Fotosintesis Fotos pmol. m”. s’
Conductancia de CO, Conduc mol CO,. m”. s
Resistencia estomética Resto s.cm’
Conductancia estomatica Cesto cm. s’
Transpiracién Trans mg.cm “de H,O.h™'
Absorbancia a 649 Ab649 nm
Absorbancia a 665 Abs665 nm
Concentracién de clorofila o Ccloa mg.m”
Concentracién de clorofila Cclob mg.m”
Proporcién de clorofila o Pcloa %
Proporcién de clorofila Pclob %
Clorofila total Clort mg.m”

o’ = Ml; 6,= (M3-M2) /1. &
0°g = (M3-M2) /t;
6%, = (M5- M3-M4+M1) /g. r
Donde: g = accesién; a = ambiente; r = repeticion; y los
valores de M son los cuadrados medios de cada fuente de
variacion.
Con estos estimadores, se hallo el coeficiente de repetibilidad

(Y), propuesto por Goodman & Paterniani (1969), para
estudios de clasificacién de colectas, que permite determinar

las variables con bajo aporte ambiental sobre la expresién
fenotipica de los materiales, que a su vez, pueden ser Uutiles
para hallar similitud y disimilitud entre accesiones (Ligarreto
& Martinez, 2002). El coeficiente se representa como:

Y =[6%,/ (6%, + 0’ > 1

Los caracteres con o>1 indican que la medida entre
accesiones tiene mas expresion genética que efecto de
ambiente e interacciones. Los estimadores negativos de las
varianzas se pueden deber a errores en el muestreo y toma
de los datos causados por efecto de ambiente (Ligarreto,
2003; Chavez, 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los promedios, las desviaciones estandar, las varianzas y los
coeficientes de variacion sobre la coleccién de 29 accesiones
de frijol sugieren la presencia de alta variacién entre las
accesiones para todas las variables, en los dos ambientes de
estudio (Tabla 2). La variable que indicé menor dispersién de
las accesiones fue la temperatura de la hoja, por presentar el
coeficiente de variacion maés bajo, con valor de 3,9%, debido
a que la morfologia de las hojas entre las accesiones fue
similar entre si.

Un amplio rango de dispersién correspondié a las variables
porcentaje de peso seco de la flor, conductancia de CO, y
conductancia estomaética, los valores altos de varianza y las
desviaciones estdndar pueden obedecer a la magnitud y al
rango de las variables, como también al efecto de ambiente
y a la época de muestreo (White & Montes, 2005).

Segun la tabla 3 y asumiendo lo sugerido por Goodman
& Paterniani (1969), que las variables con coeficientes de
repetibilidad (Y) superior a 1 aseguran su estabilidad en
los diferentes ambientes de evaluacién, se encontré en el
estudio que las Unicas variables de heredabilidad alta fueron

Tabla 2. Estadisticas descriptivas para 34 variables fisiol6gicas evaluadas en 29 accesiones de frijol.

Variables N° de Obs. Media | Varianza C. V. (%) Nor.
Area foliar total 210 964,9 186246,5 44,7 si
Peso seco hojas 210 4,6 3,1 38,6 si
% Peso seco de hojas 210 47,1 81,0 19,1 no
Peso seco total 210 13,6 32,6 41,9 si
Peso seco de raiz 210 0,6 0,0 34,6 si
% Peso seco de raiz 210 13,4 9,6 23,2 si
Peso seco de flor” 120 0,3 0,9 378,2 no
% Peso seco de flor” 120 3,6 921,8 834,6 no
Peso seco de vainas 210 9,4 38,0 65,7 no
% Peso seco de vainas 210 27,1 139,9 43,7 si
Peso seco de granos 200 8,5 50,4 83,5 no
% Peso seco de granos 200 22,5 308,2 78,1 no
Peso seco de tallos 210 3,9 2,9 441 si
% Peso seco de tallos 210 27,9 20,1 16,0 no
Tasa de asimilacién neta 210 0,0 0,0 53,7 no
Tasa de crecim. relativo 210 0,0 0,0 14,0 si
Razén érea foliar 210 100,0 200,7 14,2 no
Duracion éarea foliar 210 257,9 47213,3 84,2 no
Area foliar especifica 210 112,3 53263,5 205,5 no
Razén peso foliar 210 0,2 0,2 184,0 no
Radiacién” 116 378,6 24504,2 41,3 si
Temperatura” 116 20,2 0,6 3,9 si
Fotosintesis 205 8,4 17,3 49,6 no
Conductancia de CO, 205 5,2 9226,3 1858,5 no
Resistencia estomatica 205 0,5 0,6 140,6 no
Conductancia estomatica 204 13,3 3107,2 420,4 no
Transpiracion 204 11,3 33,0 50,7 si
Absorbancia a 649 206 0,2 0,0 46,4 no
Absorbancia a 665 206 0,1 0,0 59,8 no
Clorofila o 206 1994354,8 4,52x10" 106,7 no
% de clorofila o 206 20,5 149,3 59,7 no
Clorofila B 206 72147947 2,57x10" 70,3 no
% de clorofila B 206 79,5 149,3 15,4 no
Clorofila total 206 9209149,5 4,46x10" 72,6 no

" Prueba de normalidad de Shapiro - Wilk (1965); distribucién normal “si” corresponde a p > 0.01, “no” normalidad

corresponde a p < 0.01.
% Variables estudiadas en un tnico ambiente.
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la razén érea foliar (RAF), con Y=3,97 y la razén peso
foliar (RPF), de Y=1,38; mientras el area foliar especifica
(AFE), al presentar Y=0,90, se podria considerar como de
heredabilidad media; las otras 31 variables implican en su
expresion diferencias entre las 29 accesiones, a través de los
ambientes de evaluacién, es decir, dependen en alto grado
del efecto de ambiente, por presentar valores Y cercanos a
cero (Tabla 3).

La RAF es un parametro compuesto, parcialmente
determinado por la distribuciéon (RPF) y la morfologia de la
hoja (AFE) (Bayuelo et al. 2003). Se entiende la RAF como
la relacién del material asimilatorio por unidad de material de
la planta, la RPF como la utilizacién del material asimilatorio
para la produccién de hojas y la AFE como la masa por
unidad de érea foliar: las tres variables estan relacionadas
con la tasa de fotosintesis (White & Montes, 2005).

. . . e 2 . 2 . .z .
Tabla 3. Componentes de varianza estimados de 29 accesiones de frijol (¢°,), ambientes (c7,), interacciéon accesiones x
. 2 . . 2 2 2 . . . s .
ambiente (c°,,) y coeficientes de Y= ¢°/ 6°,. 6", en 34 variables fisiol6gicas .

Variables G a Gza ng.a ¥
Area foliar total 35549,010 32149,640 40821,743 0,49
Peso seco hojas -0,726 22,765 3,702 -0,03
% Peso seco de hojas 0,193 0,354 0,692 0,18
Peso seco total 0,005 0,021 0,007 0,02
Peso seco de raiz 0,009 0,070 0,864 0,01
% Peso seco de raiz 0,843 38,970 0,431 0,02
Peso seco de flor” 0,548 53,155 -0,487 0,07
% Peso seco de flor” 0,088 0,492 1,133 0,05
Peso seco de vainas 12,528 21,577 -8,365 0,42
% Peso seco de vainas 1,098 6,854 0,643 0,15
Peso seco de granos -1,899 -0,460 923,989 0,002
% Peso seco de granos 27,171 175,656 0,382 0,15
Peso seco de tallos 26,872 323,461 15,822 0,08
% Peso seco de tallos 4911 12,157 1,031 0,37
Tasa de asimilacion neta 0,000 0,000 0,000 0,00
Tasa de crecim. relativo -0,000002 0,0000003 0,000006 0,00
Razoén area foliar 87,633 22,062 -0,035 3,97
Duracién érea foliar 37,494 34462,019 -890,241 0,001
Area foliar especifica -2779.416 -176,897 2894,223 0,90
Razén peso foliar 0,0172 -0,0004 -0,0121 1,38
Radiacién” 1309,170 1926,29 21771,890 0,05
Temperatura” 0,019 0,064 0,557 0,03
Fotosintesis -0,500 -0,474 0,830 0,38
Conductancia de CO, 316,693 -39,611 -734,348 0,40
Resistencia estomatica -0,015 0,487 0,076 0,563
Conductancia estomatica 110,279 187,280 -168,916 0,30
Transpiracién 0,198 51,733 0,193 0,004
Absorbancia a 649 0,00041 0,00025 -0,011 0,30
Absorbancia a 665 0,00009 0,0017 -0,0011 0,032
Clorofila o 43x10° -148x10° -900x10° 0,04
% de clorofila o 123x10" 677x10" -414x10"° 0,11
Clorofila 8 3,151 83,525 -17,020 0,031
% de clorofila 3,151 83,525 -17,020 0,031
Clorofila total 168x10" | 653x10'° -849x10"° 0,11

" Para variables evaluadas en un ambiente el valor cza corresponde al componente de repeticion
o’y czg.a al error experimental (6%,). El coeficiente Y= ng /o, + o°.. Todos los componentes de
varianza presentaron diferencias altamente significativas.

? El coeficiente Y se obtuvo del valor absoluto de las varianzas.

3 . . .
' Variables estudiadas en un solo ambiente.
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El alto componente genético en la expresion de estas variables
implican bajo efecto del ambiente, porque son indices que
relacionan dos variables de respuesta, como pesos o areas
foliares que, implicitamente, llevan este efecto, lo cual, es
diferente a los indices derivados de una variable de respuesta
peso o area, en relacion con el tiempo (Radford, 1967).

La baja expresién genética en caracteres de peso seco y
fotosintesis en este estudio contrasta con lo obtenido por
Bressan & Pereira (2003), quienes reportaron heredabilidades
medias a superiores (>50%), atribuidas a la divergencia
fisiologica entre los progenitores usados y a la alta
expresividad de los caracteres en la poblaciéon segregante.
También, Ligarreto (2005), en trabajos de variabilidad en
germoplasma de frijol mediante anélisis de componentes
principales, determiné que la clasificacién de cultivares por
respuesta a 34 variables de indole fisiol6gica, se debe en
su orden a: area foliar total, peso seco de hojas, RAF, AFE
fotosintesis y a los indices de crecimiento TAN y RPF.

De acuerdo con Poehlman & Allen (2003), los reportes de
heredabilidad se aplican solamente a la poblacién particular
muestreada y al ambiente, en el cual, la poblacion se cultivo,
por ende, la interpretacién de los resultados es puntual; no
obstante, dado que en el estudio los materiales evaluados
se cogieron al azar de la coleccién de 165 entradas de frijol
arbustivo, las estimaciones de heredabilidad alta para RAF,
RPF y la heredabilidad media para AFE, se pueden extrapolar
a toda la poblacién muestreada, en este caso a la colecciéon
de frijol tipos I, Il y Ill, del banco de germoplasma.

Cuando se trabaja con variabilidad producto de componentes
principales lo que se tiene son varianzas acumuladas de
toda la poblacién, producto de los datos de evaluacién o
descripcién de las plantas, por lo que se puede seleccionar
las variables de mayor varianza total; en tanto, al tener
varianzas de poblaciones en ambientes, se puede estimar,
de manera confiable, si el caracter se hereda (Rojas, 2003).

Los resultados de este trabajo que sugieren las variables RAF,
RPF y AFE con aporte genético importante en la clasificacién
de accesiones de germoplasma de una coleccién colombiana
de frijol por pardmetros fisiol6gicos, coinciden con varios
reportes, que las consideran como variables de gran utilidad
en los andlisis de crecimiento, al estar estrechamente
relacionadas con la tasa potencial de crecimiento de
las plantas (Lambers & Poorter, 1992), ademés de estar
asociadas con una mayor tasa de asimilacién de carbono
(White & Montes, 2005).

Enlos dos acervos genéticos de frijol andinoy mesoamericano,
la RAF present6 tendencia creciente a través del tiempo, con
picos altos entre prefloracién (R6) y floracién (R7), cuando la
plantas alcanzaron su mayor crecimiento foliar y el desarrollo

de sus estructuras reproductivas. Para el efecto, en la figura
1:A, B, se presenta el comportamiento promedio de la RAF
por pool genético, con las accesiones L-34400 y Cauca 34,
representativas de cada acervo, como lo indica Ligarreto
(2005). En cambio, para el uso del material asimilatorio en la
producciéon de hojas (RPF), el promedio del ciclo de vida de
la planta fue mayor en el acervo mesoamericano que en el
andino, comportamiento que pudo obedecer a la mayor area
foliar de las accesiones mesoamericanas, con predominio
de hébito de crecimiento indeterminado postrado (tipo IlI),
lo que a su vez, coincide con lo reportado por Maldonado
& Corchuelo (1993), quienes detectaron mayor disminucion
de RPF durante el ciclo de vida, en variedades de frijol de
hébito determinado (I), con respecto al habito de crecimiento
indeterminado (Il y III).

Los puntos méximos de incremento de la RAF en las dos
accesiones L-34400 y Cauca 34, obedecen a puntos de
inflexién en el peso seco total de la planta, atribuidos al
comienzo de la traslocacién de fotoasimilados y a la remocién
de elementos constituyentes del tejido foliar de las plantas
hacia las vainas y los granos, con el fin de contribuir a su
llenado (Figura 1), es decir, que el suministro de asimilados
afecta poco el grosor de la hoja. El frijol es una planta C;
con réapida traslocaciéon de asimilados, debido a las cortas
distancias entre la fuente y la demanda, en especial, cuando
los cultivares son de habito arbustivo (Gonzalez et al. 1995;
Ligarreto, 2005).

El grosor de las hojas (AFE) promedio de ciclo de vida
del cultivo, para el caso especifico de las accesiones
L-34400 y Cauca 34 representativas de los acervos andino
y mesoamericano, respectivamente, y con hébitos de
crecimiento [ y I, en su orden fue de 374,34 y de 179,78cm2
g'; la mayor AFE en la accesién del habito de crecimiento
determinado (I) fue ocasionada por la reduccién en el
peso de las hojas, como también a la translocacién de
asimilados hacia las estructuras reproductivas (figura 1 A'y
Q). Caso contrario es el de la accesién Cauca 34 con menor
AFE, posiblemente, al incremento del peso de las hojas al
continuar la produccién de las mismas, por su condiciéon de
hébito indeterminado, ocurriendo la fase vegetativa al mismo
tiempo que la reproductiva y la translocacién de asimilados
hacia las vainas y nuevas hojas, ocurre de manera simulténea
(Ligarreto, 2005).

Segln Joshi (1997), los reportes acerca de la heredabilidad
de los factores que determinan la biomasa y la fotosintesis
en frijol comUn son escasos, por ser procesos complejos,
controlados por un gran nimero de genesy estar fuertemente
afectados por el ambiente; efecto que también se encontré
en este estudio, al presentar muchas de estas variables
coeficientes de repetibilidad menores a la unidad (Y<1).
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Figura 1. Relacién érea foliar (RAF), peso seco total (PST) y peso seco de hojas (PSH). A) promedio de la RAF del acervo andino
y linea 34400 tipica andina, B) promedio de la RAF en el acervo mesoamericano y variedad mesoamericana cultivada cauca
34. C) promedios del PST y PSH del acervo andino y linea 34400 y D) promedios del PST y PSH del acervo mesoamericano
y de la variedad Cauca 34. Etapas: V2: vegetativa; V3: primera hoja trifoliada; V4: tercera hoja trifoliada; R5: prefloracién; R6:
floracion; R7: formacién de vainas; R8: llenado de vainas; R9: maduracién.

Rosales et al. (2004), en estudios de cultivares de frijol,
detectaron diferencias en la acumulacién y en la distribucién
de biomasa por hébitos de crecimiento. En este mismo
sentido, la fotosintesis, ain cuando tiene baja heredabilidad,
por ser el proceso que méas contribuye a la formacién de
biomasa, se ha considerado util en algunos estudios de
variabilidad genética y en la seleccion de progenitores y
lineas de mejoramiento.

A partir del valor agregado de la coleccién por estos indices
de crecimiento, se pueden determinar agrupamientos de
accesiones para realizar acciones de enriquecimiento de
las bases genéticas del germoplasma y asi poder ofertar
progenitores con alelos de interés para programas de
fitomejoramiento. Cuando se desee trabajar poblaciones de
frijol para seleccién por estas variables, se pueden usar los
métodos de mejoramiento masal o seleccién recurrente, que
son adecuados para el manejo de variables cuantitativas al

incrementar, de manera gradual, la frecuencia de los alelos
favorables, sin reducir la variabilidad genética de la poblacién
inicial (Poehlman & Allen, 2003).

De acuerdo con Bayuelo et al. (2002), en frijoles cultivados
(Ph. vulgaris y Ph. acutifolius), factores adversos del
cultivo causan estrés en las plantas reduciendo la RAF;, por
consiguiente, es pertinente realizar seleccién de progenitores
en los bancos de germoplasma, dado su comportamiento
por este indice. En el caso de cultivares susceptibles al factor
adverso salinidad de los suelos, se puede presentar menor
RAF causada por un decrecimiento en la AFE, al haber un
incremento de biomasa por unidad de &rea foliar, como
efecto de ajuste osmoético de la hoja, debido a una elevada
concentracién de sal o un decrecimiento en la proporcién de
materia seca distribuida en el tejido foliar (RPF).

Segln Bayuelo et al. (2003), en cultivares de frijol la RPF
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mantiene valores relativamente estables, con incrementos
de la salinidad entre 0,40 y 80mM de NaCl; mientras la AFE
decrece significativamente con el estrés a la salinidad, igual
comportamiento presenta la RAF, indicando a su vez, la
alta sensibilidad hacia el desarrollo del érea foliar en frijol.
El decrecimiento de RAF con la salinidad fue, en primer
lugar, debido al decrecimiento en la AFE (incremento en
biomasa por unidad de érea), antes que al decrecimiento
en la proporcién de distribucién de materia seca en el tejido
foliar (RPF).

En frijol cultivado y silvestre resulta importante considerar
el comportamiento de los indices de crecimiento AFE, RPF
y AFE y su asociacién con el peso seco de las estructuras
y el total de la planta y con el éarea foliar, por ser variables
derivadas de estos caracteres. Su valoracién aporta al
conocimiento de la distribucién de recursos desde la zona
foliar hacia las otras estructuras reproductivas y de anclaje,
como la raiz. Ademas, permite discriminar a los cultivares
por parametros de indole fisiolégico.

La afirmaciéon que las variables fisiolégicas son procesos
complejos, controlados por muchos genes y con fuerte
afectacién por el ambiente, fue confirmada para un gran
numero de variables, como peso seco de estructuras, area
foliar y fotosintesis en frijol, con excepcién en los indices de
crecimiento RAF, RPF y AFE, que representaron estabilidad al
ambiente y expresaron aporte genético Util para estudios de
medicién de caracteres en poblaciones, tanto para analizar
diversidad genética en programas de recursos fitogenéticos
como para procesos de seleccion de progenitores, en el
premejoramiento genético y lineas de mejora genética de la
especie.

Puede resultar til la hibridacion de los dos acervos genéticos
presentes en la coleccién colombiana de frijol para generar
incrementos en rendimiento, con el aporte en la eficiencia
fisiologica por parte de los cultivares mesoamericanos y la
adaptacion a las zonas productoras, por el acervo andino.
Hay que considerar que se puede tener avance genético al
realizar cruces dentro de cada acervo dada la gran variabilidad
genética existente en cada pool genético.
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SUMMARY

Melina (Gmelina arborea Roxb.) is a forest species with fast
growing, tall trees. Melina propagation is based on cuttings
isolated from juvenile seedlings. The present research focused
on micropropagation of melina plants, grown from cuttings
isolated from mature trees. Explants were surface disinfected
with NaOCl (0.5%) and established on semisolid MS with (in
mg L myo-inositol (100), sucrose (30.000) and TC-agar
(7.000). The effect of BAP (0; 0.44; 1.33 and 2.22uM) on
shoot proliferation, AIB (0, 0.49, 1.48 and 2.46uM) on in
vitro rooting and substrate (sand and peat) on ex vitro survival
were evaluated. Treatments were distributed with a complete
randomized design, 20 replicates per treatment and 80 total
experimental units were evaluated. Collected data showed
that compared to control BAP increased shoot proliferation,
shoot length and leaf number, while IBA induced higher root
number, root length and rooting percentages. Higher survival
rates were observed when plants were transferred to peat.

Key word: BAP, forest tree, in vitro rooting, micropropagation.
RESUMEN

Melina (Gmelina arborea Roxb.) es una especie forestal de
gran potencial por la rapidez de crecimiento y altura de sus
arboles; sin embargo, la propagacién clonal para siembra
de huertos forestales se basa preferencialmente en el
enraizamiento de estacas provenientes de plantas jévenes
obtenidas a partir de semillas. En el presente estudio se
evalud la micropropagacién de plantas de melina obtenidas
de miniestacas enraizadas aisladas de &rboles adultos.
Los explantes fueron desinfectados con 0,5% NaOCI y
establecidos en medio MS semisélido con (en mg L")

mio-inositol (100), sacarosa (30.000) y agar (7.000). Se
evalué el efecto de BAP (0; 0,44; 1,33 y 2,22uM) sobre la
multiplicacién de brotes, el efecto de AIB(0; 0,49; 1,48 y
2,46uM) sobre el enraizamiento de tallos micropropagados y
el del tipo de sustrato (arena y turba) sobre la adaptacién ex
vitro de las plantas micropropagadas. Todos los tratamientos
se distribuyeron con un DCA y cada tratamiento se repitié
20 veces para un total de 80 unidades experimentales. Los
resultados mostraron que el suministro de BAP en el medio
incrementa significativamente la tasa de multiplicacion,
la longitud de brotes y el nimero de hojas producidas,
mientras que la adicién de AIB aumenta el porcentaje de
enraizamiento e influye significativamente en las variables
numero de raices por tallo y longitud promedio de raiz. La
mayor supervivencia se observoé en el sustrato turba.

forestal,

Palabras clave: BAP enraizamiento in vitro,

micropropagacion.
INTRODUCTION

Melina (Gmelina arborea Roxb.) is a Lamiaceae species
native to Southeast Asia and distributed through Pakistan,
Cambodia, India, Sri Lanka and South China. In South
America, melina was introduced into Costa Rica, Brasil,
Venzuela, Trinidad, Cuba Belice and Colombia where is
well adapted and commercially cultivated mostly in the
Northern Coast. The rapid tree growth (up to 30m in 8-10
years) and trunk diameter makes this plant species suitable
for forestry, wood production, energy and CO, capture
(Onyekwelu, 2004; Dvorak, 2004; Wang, 2004; Roshetko
et al. 2004; Morales, 2004; USDA, 2013). Additionally, the
plant tolerance to adverse soil conditions such as low pH,
low nutrient and tropical rainforest climate has contributed
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to position melina as the fourth largest forest tree crop in the
Colombian Caribbean Coastal area (Murillo et al. 2011).

Melina can be propagated by seeds and cuttings, usually from
juvenile seedlings. However, both sources result in high plant
variability which affects crop management and productivity
(Lauridsen & Kjaer, 2002; Gatti et al. 2011). Commonly,
industrial management of forest plantations depends on
large quantities of high quality uniform plant material for
planting and crop rotation; in Cordoba, melina crops area is
expected to increase at least three folds in the next few years
(FORCARIBE, 2010). Therefore, micropropagation based on
explants isolated from adult trees is an alternative for genetic
stability, size uniformity, plant quality and a continuous source
of plants for new crops (Nguyen & Kozai, 2001).

Melina micropropagation has been previously reported
(Kannan & Jasrai, 1996; Gamboa & Abdelnour, 1999).
However, results are based on the use of juvenile explants
from in vitro and ex vitro derminated seedlings. In the
present research, clonal propagation of G. arborea was
achieved by inducing in vitro proliferation of explants with
axillary meristems isolated from selected adult trees.

MATERIALS Y METHODS

Mother plants were grown from cuttings isolated from
eight-year old plants (Clones 12010 y 12019) planted at the
Forest For Future (3F) field (Tierralta-Cérdoba, Colombia
8°47°11” LN / 75°51°26” LO) by January 2010. The
cuttings were rooted and maintained in a shade house with
60% light penetration, 30°C, foggy mist and weekly sprays
with benzoimidazole (2g L'), cupper oxychloride (2g L")
and Nutrifoliar® (3mL L"), on the leaves. Explants consisted
of 2-3cm-stem sections with axillary shoots, rinsed with
distilled water added with Extran®(0.1%), benzoimidazole
(0.15%) during 5min., followed by an instant methanol (70%)
immersion and thereafter surface-disinfected with a NaOCI
(0.5%) solution for 15 min, followed by three rinses with sterile
distilled water. Surface-disinfected explants were established
in semisolid establishment medium (EM) consisting of MS
(Murashige & Skoog, 1962) with (in mg L") myo-inositol
(100), sucrose (30.000) and TC-agar (7.000), with four-week
transfers to fresh medium with the same formulation.

In vitro established explants were cultured in EM
independently supplied with different (0.0, 0.44, 1.33 and
2.22uM) benzilaminopurine (BAP) levels to evaluate explant
proliferation. A single 2-3cm shoot was transferred into
a 250cc glass flask containing 30mL of EM. Flasks were
covered with heavy duty aluminum foil, sealed with Parafilm®
and stored at 20°C with 12 hour photoperiod using cool-white
fluorescent lamps (40umol m”s™'). Treatments were repeated
20 times for a total of 80 experimental units distributed using

a complete randomized design. After four weeks of culture,
data for number of new shoots per explant, leaf number per
explant and shoot length were registered.

In vitro proliferated shoots were individually transferred onto
EM independently supplied with different (0.0, 0.49, 1.48
and 2.46uM) indole-3-butyric acid (IBA) concentrations to
evaluate the effect on in vitro shoot rooting. Cultures were
stored as indicated for the shoot proliferation stage. After
four weeks of culture, the number of rooted shoots, roots per
shoot and root length were registered. /n vitro rooted shoots
and in vitro proliferated, non-rooted, shoots were transferred
to either sand or peat substrate, placed inside a shade house
with 50% light penetrations and foggy mist for 2 min every
hour. Shoots were planted in 48 cell plastic trays filled with
the respective substrate. A single shoot was placed per cell
and a 144 total number of shoots were evaluated for each
treatment. After six weeks, the number of ex vitro-adapted
plants was registered.

All media pH was adjusted to 5.7-5.8 previous to agar
addition. Media were sterilized in autoclave at 121°C and
1.1kgem™. Data were analyzed with an ANOVA and means
separated with a Tukey test (o = 0.05) based on the statistical
model Y, = u + a; + b;, ab; . €; where u was the mean,
i the clones, j the PGR levels and € the experimental error.

RESULTS AND DISCUSSION

New shoots emerged from axillary meristems present in the
original explants, although a callus growth at the basal end
of the explants was observed; no shoots grew from the callus
tissue (Figure 1). The analysis of variance showed significant
differences (Pr< 0,005) among treatments with respect to
the number of new shoots per explant, leaf number and
shoot length. The general data indicated that shoots cultured
in medium supplemented with BAP at 2.22uM produced the
highest multiplication rate, more leaves per shoot and longer
shoots for both clones. In contrast explants cultured without
BAP showed the lowest values for the same variables (Table
1). Additionally, clone 12019 showed a better performance in
terms of number of shoots per explant and shoot length than
clone 12010 at the highest BAP level, indicating a possible
genotype-associated effect.

Micropropagation based on repeated axillary meristem
elongation is possible by culturing explants with pre-existing
meristems on high levels of cytokinin supplied media (Kane,
1996). Based on biological efficiency and costs, BAP is
probably the most used cytokinin for micropropagation
of forest species, a group of plants with recalcitrance for
tissue culture purposes. Several studies have shown the
effects of cytokinin-supplied media on in vitro melina shoot
multiplication: Gamboa & Abdelnour (1999) reported a
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Table 1. Effect of different BAP level on Gmelina arborea Robx. shoot multiplication

CLONES
12010 12019
BAP (uM) Shoots per Shoot length Leaf number Shoots per Shoot lenght Leaf number
explant (cm) explant (cm)
0.00 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
0.44 0.41b 2.11b 6.13 b 1.54 b 2.48 b 8.77b
1.33 0.57 ¢ 2.12b 6.62 b 1.63 b 2.82c¢ 10.19¢
2.22 1.10d 236 ¢ 10.59d 237 c 3.71d 11.30d

Numbers with the same letter are not different according to Tukey (o = 0.05).
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Figure 1. Shoot multiplication, in vitro rooting and ex vitro adapatation of Gmelina arborea Robx. micropropagated plants.

2.41 new shoot formation from explants with pre-existing
meristems, isolated from in vitro germinated plants, cultured
in 2.46uM BAP supplied MS semisolid medium. Kannan
& Jasrai (1996), using plant material from similar origin
and similar BAP supply, reported a four shoot per explant
multiplication rate. In the present research, explants consisted
of rejuvenated shoots originally isolated from adult plants,
which allows to knowing the phenotypic characteristics of the
tree in contrast to randomly using juvenile plants as explant
source.

Studies conducted on tropical forest species, others than
melina, show micropropagation responses similar to the
results observed in the present study. Castro et al. (2002)
reported a 2.1 new shoots per explant of teak (Tectona
grandis) cultured on semiolid MS with 2.22uM BAP. Daquinta
et al. (2001) observed a maximum of 2.6 new shoots from
teak explants isolated from adult trees cultured on semisolid
MS simultaneously supplied with 4.44uM BAP and 1.83 uM
kinetin, while Suérez et al. (2006) reported 2.5 new shoots
from explants isolated from four-year old Tabebuia rosea

plants cultured on semisolid MS supplied with 17.76 uM
BAP Although, the present study elucidate the way to in vitro
propagate melina plants from explants isolated from mature
trees, multiplication rates are still low therefore research to
improve the protocol efficiency should be continued.

The data presented in this results showed that in addition
to the significant increase on the shoot multiplication rate,
the BAP medium supply significantly (Pr<0.005) increases
shoot length and number of leaves per explant compared to
the control treatment as well (Table 1). This performance is
particularly important, based on the fact that in vitro cultured
plants are photosynthetically inactive (Kane, 1996); therefore,
an increase in the number and size of organs (leaves and
shoots) are important to accumulate energetic reserves.
Since photosynthetic competence is low during transfer to ex
vitro conditions, reserves accumulated on organs are used
to fulfill plant functioning needs until new photosynthetically
active leaves are formed and roots are capable of nutrient
adsorption.

B ¢



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica 16 (1): 97 - 102

2013

Adventitious roots from micropropagated shoots of all
rooting treatments emerged from the basal end of the shoots
(Figure 1). Rooting percentage increased accordingly with
AIB supply in the medium. Shoots cultured in absence of IBA
had the lowest rooting percentage (22%) while those cultured
with =1.48uM IBA showed 80-100% root formation (Table1).

The ANOVA results indicated that IBA addition to the medium
significantly (Pr< 0.05) increases the root number per
shoot and root length per shoot in both, 12010 and 12019,
clones (Table 2). Roots per shoot increased >10x in shoots

cultured with 2.46uM IBA compared to those without IBA
while root length was three times longer in IBA treated shoots
compared to control cultured shoots. Rooting performance
was statistically similar for both clones (Table 2).

Invitro rooting is promoted by exogenous auxin supply on the
culture medium. Root development is intended to provide a
water and nutrient uptake mechanism when in vitro cultured
plants are transferred to ex vitro conditions (Kane, 1996).
Previous melina rooting studies show close-related data with
the present study. Sen et al. (1992) and Kannan & Jasrai

Table 2. Effect of different IBA levels on in vitro Gmelina arborea Robx. shoot rooting.

CLONES
12010 12019
AIB (uM) Rooting Root number Root length Rooting Root number Root length
(%) per shoot (cm) (%) per shoot (cm)
0.00 22 0.33 a 0.22 ac 30 0.50a 0.72 a
0.49 60 2.40b 1.34b 40 2.00a 0.75 a
1.48 100 12.71 ¢ 2.48 c 80 11.20b 2.05b
2.46 100 13.10 ¢ 3.30d 100 14.00b 3.74 ¢

Numbers with the same letter are not different according to Tukey (o = 0.05).

(1996) reported 80% shoot rooting with a 4,9 uM IBA supply
on semisolid 2MS. Gamboa & Abdelnour (1999) reported
<50% rooting percentage in melina micropropagated shoots
cultured on different semisolid MS salt concentrations media
with no auxin supply.

Micropropagated shoots from both clones showed a higher
survival rate when transferred onto peat (c12010=90%;
c12019=80%) rather than those transferred onto sand
(c12010=35%; c12019=25%). The propagation substrate
provides anchorage, and supply water and nutrients to the
growing plant. Water retention is probably the most important
factor during ex vitro plant adaptation since permanent water
is necessary for cell multiplication and differentiation during
rhizogenesis (Marks et al. 2002). As a result of particle size,
sand does not have water retention but provides drainage;
in contrast, peat has >80 water retention and additionally
provides air exchange (Walczak et al. 2002). Water supply is
critical for callus formation (cell division) and root emission,
while oxygen is required for root respiration and growth of the
rooting structure; peat guarantee both elements in a more
consistently way than sand does (Sturion, 1981; Paiva, 2000).

The low functionality of in vitro grown roots and auxin

supply costs are concerns that makes necessary to look
for alternatives to avoid in vitro rooting. The collected data
showed that melina is probably an easy rooting species
with more than 20% rooting percentage, even in explants
cultured without IBA supply, due to probably high levels of
endogen auxin synthesis (Hartmann et al. 2000). Despite the
efficient response of micropropagated melina shoots to IBA
for in vitro root development, both in vitro rooted and non-
rooted shoots showed similar survival rates after six weeks of
culture on ex vitro conditions (>70% on peat and <40% on
sand). These results may indicate that in vitro rooting may
not be necessary to obtain high survival rates on ex vitro
transferred micropropagated melina shoots; this possibility
can additionally help to reduce costs and time for plant
production.

A protocol for (. arborea plant micropropagation has
been developed using rejuvenated explants from adult
trees which increases uniformity of plant material for
establishing new crops allowing technical management
of crop activities, reduces loses from seed-borne diseases
and facilitates handling a deliveries of large amounts of
plant material. Significant increases in shoot multiplication
rates due to BAP supplied media were observed letting to
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potentially produce miles of plants from a single explant
in a year-round multiplication cycle using a 2.22uM in the
multiplication medium and ex vitro adaptation using peat as
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RESUMEN

Uno de los desoérdenes fisiolégicos mas importantes en los
cultivares de rosa roja corresponde al ennegrecimiento de
los pétalos, lo que afecta pétalos externos e internos y re-
sulta en flores de baja calidad. Esta revisién de literatura tie-
ne por objetivo abordar la fisiopatia del ennegrecimiento de
los pétalos, desde sus causas mas posibles, con la finalidad
de poner a disposicién de productores, de académicos y de
cientificos, asi como de los interesados en general, insumos
que permitan desvendar su origen y optimizar su manejo.
Los sintomas del ennegrecimiento de los pétalos se mani-
fiestan, especialmente, cuando las flores son cosechadas
y almacenadas en condiciones de cuarto frio, debido a la
acumulacién de pigmentos del tipo de las antocianinas, po-
siblemente, a causa de condiciones de estrés, como alta o
baja radiacion UV, bajas temperaturas o a un desbalance de
nutrientes en los tejidos afectados. Se profundizara sobre: i)
los nutrientes calcio y boro y su interaccién, ii) el calcio y los
desoérdenes fisiolégicos, iii) los pigmentos involucrados en el
color rojo de los pétalos y iv) el papel de los compuestos fe-
nolicos, en particular de las antocianinas, las cuales, son las
responsables de la mayoria de los colores rojo, rosado, pur-
pura y azul observados en las partes de la planta; asi como,
sobre factores ambientales que, en su conjunto, pudieran
influir en la fisiopatia del ennegrecimiento de los pétalos de
la rosa roja.

Palabras clave: Fenoles, antocianinas, interaccién calcio -
boro.

SUMMARY

One of the most important physiological disorders of red
rose cultivars is blackening of petals, it affects outer and
inner ones and results in flowers of poor quality. The goal
of this review is to make an approach to the blackening
disorder, determining the main possible causes in order to
make available to growers, academics, scientifics as well as
stakeholders, the inputs that allows to unveil its origin and to
optimize its handling. Symptoms of blackening are showed
especially when the flowers have been harvested and stored
under cold room conditions; due to high accumulation
of pigments, such as anthocyanins, also could be due to
stress conditions, such as high or low UV radiation, low
temperatures or a nutrient imbalance in the affected tissues.
The following subjects will be treated: i) calcium and boron
and their interaction, ii) calcium and physiological disorders,
iii) pigments involved in the petals red color, iv) role of the
phenolic compounds, particularly the anthocyanins, which
are responsible for most of the red, pink, purple and blue
colors observed in plant parts; as well as the environmental
factors that can influence the blackening on red rose.

Key words: Phenolics, anthocyanins, calcium and boron in-
teraction.

INTRODUCCION

El manejo agronémico y los factores ambientales imperan-
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tes en la precosecha inciden, directamente, sobre diferentes
procesos bioquimicos y fisioloégicos y pueden afectar para-
metros de calidad en las flores de corte.

Uno de los problemas en poscosecha que disminuye el va-
lor de ornato en rosas rojas es el ennegrecimiento de los
pétalos, que consiste en una necrosis de los apices de los
pétalos, que puede extenderse a la totalidad de la flor. A pe-
sar que se han realizado diferentes investigaciones con el
propésito de dilucidar sus causas, ain no existen aspectos
concluyentes sobre el tema. Entre las causas sugeridas, se
encuentran condiciones ambientales, como bajas tempera-
turas, alta radiaciéon luminica y bajos niveles de calcio y de
boro (Cabrera et al. 2007); sin embargo, los resultados ob-
tenidos en diferentes investigaciones con respecto al papel
de elementos nutritivos en el fenémeno del ennegrecimiento
son contradictorios. Para Franck et al. (2007) es ocasionado
por una acumulacién de compuestos fendlicos, en particular
pigmentos del tipo antocianinas, debido a diferentes causas
aun no determinadas. En la mayoria de las ocasiones los
sintomas aparecen después que la flor es cortada.

Con el propésito de indagar sobre la participacién de fac-
tores nutricionales y la alteraciéon en la concentracion de
pigmentos del tipo de antocianinas en el fenémeno del en-
negrecimiento de los pétalos de rosa, se hizo la presente revi-
sion de literatura. Este estudio permitird a productores, aca-
démicos y cientificos, asi como a los interesados en general,
abordar dicha fisiopatia, desde sus causas més posibles y, de
esta forma, optimizar su manejo.

Factores nutricionales en el ennegrecimiento de los pé-
talos:

El calcio: El calcio (Ca" ) es relativamente inmévil en el floe-
ma de la planta, lo cual, significa que una vez ubicado en
un tejido en particular, su movimiento es lento o casi nulo
(Epstein, 1973). Esto sugiere que los érganos vegetales con
crecimiento activo, tales como los frutos carnosos, los bul-
bos y las flores necesitan un suministro constante del ele-
mento. Segun Reuter & Robinson (1986), el requerimiento
de calcio para Rosa spp. esté entre 1 a 1,5%. Su transporte
a larga distancia, generalmente, es por el xilema (espacios
intercelulares: apoplasto) o por medio de los plasmodesmos
(simplasto). En el apoplasto, parte del Ca”" esté firmemente
ligado a las estructuras, otra parte es intercambiable en las
paredes celulares y en la superficie exterior de la membrana
plasmética. Una elevada cantidad de Ca"" forma comple-
jos con aniones orgénicos, como el malato e inorgéanicos,
como el nitrato y el cloruro y se almacenan en las vacuolas,
cloroplasto y reticulo endoplasmico rugoso, mientras que
su concentracién en el citoplasma es extremadamente baja
(107 M). Una concentracién baja de Ca*" en el citoplasma
es esencial para prevenir la precipitacion del Pi, competen-
cia con el magnesio por los sitios de unién y, posiblemente,

como prerrequisito para que funcione como mensajero se-
cundario (Marschner, 1995).

Respecto a su funcién como mensajero secundario, al per-
cibir la planta un estimulo externo, se presenta una entrada
de Ca"" al citoplasma desde los sitios de almacenamiento.
Esto puede activar varias enzimas, a través de la fosforilacion
dependiente de proteinas quinasas, que estan involucradas
en diferentes reacciones metabdlicas, que conducen a res-
puestas en los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal
(Poovaiah, 1988).

La mayoria de las funciones del Ca”" como componente es-
tructural de las membranas y paredes celulares, se debe, prin-
cipalmente, a la capacidad que tiene el elemento para formar
complejos estables, pero reversibles con los pectatos de la la-
mela media, que estdn conformadas de cadenas de residuos
de &cido poligalacturénico con inserciones de ramnosa, de
grupos fosfatos y de carboxilatos de las proteinas, mantenien-
do, de esta manera, la permeabilidad selectiva, la integridad y
la compartimentalizacion celular (Blowers & Trewavas, 1988;
Roux & Slocum, 1982; Rahman & Punja, 2007).

Debido a que su transporte se realiza, preferiblemente, por
las células muertas del xilema, los sintomas visuales de de-
ficiencia, por lo general, son observados en los tejidos j6-
venes. Las zonas meristemaéticas de las raices, los tallos y
las hojas, donde existen divisiones celulares permanentes,
son las més susceptibles, quizas porque es fundamental para
que se forme una nueva lamela media (Taiz & Zeiger, 2006).

Frecuentemente, es observado que los érganos de las plan-
tas que presentan baja transpiracién manifiestan desérde-
nes, debido a deficiencia de Ca*". Las rosas de corte, asi
como los frutos y los tubérculos, se encuentran dentro de
esta categoria. El Ca'", en dichos érganos, es conducido
dentro de la planta, generalmente, por el xilema (Marschner,
1995) y, por lo tanto, la baja transpiracién podria resultar en
menor cantidad del elemento transportado hacia esos érga-
nos. Este fenémeno ha sido propuesto para explicar por qué
las rosas crecidas en alta humedad relativa presentan me-
nores concentraciones del elemento y menor vida en florero
(Torre et al. 1999).

Una baja concentracién de Ca“" en los tejidos que muestra
baja tasa de transpiracién es necesaria para permitir répida
expansion celular y elevada permeabilidad en sus membra-
nas celulares; sin embargo, se incrementa el riesgo que su
contenido en los tejidos caiga por debajo del nivel critico
requerido, para la estabilizacion de la pared celular y la inte-
gridad de la membrana y, quizé también, para que funcione
como mensajero secundario (Taiz & Zeiger, 2006).

Aunque los cambios fisioldgicos y bioquimicos de la senes-
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cencia estan controlados genéticamente, existe evidencia
que supone la participacién del Ca*" en este proceso. Su
funcién estaria ligada al mantenimiento estructural de algu-
nas moléculas de la membrana celular, a través de uniones
con moléculas cargadas negativamente, como los fosfolipi-
dos y las proteinas, que mantienen funcionando a la célula
(Blowers & Trewavas, 1988; Roux & Slocum, 1982). ltzhaki
et al. (1998) y Torre et al. (1999) reportaron que el Ca*"
retrasa la descomposicién de tales moléculas en el proceso
senescente. De igual manera, Borochov et al. (1982) men-
cioan que en la senescencia de pétalos de rosa se disminuye
la fluidez de las membranas celulares, debido a una pérdida
de los fosfolipidos y a la disminucién en su sintesis.

La deficiencia de Ca’ ", especialmente en el tejido meriste-
mético, puede reducir la estabilidad de la pared y la membra-
na celular, conduciendo a la muerte del tejido. Su deficiencia
puede ser debida més a un transporte inadecuado por los
conductos vasculares de la planta que causada por baja ab-
sorcion o disponibilidad en el suelo (Cresswell & Weir, 1997).

Es indispensable separar los fenédmenos de “deficiencia” y
de “estrés” de Ca" ", para entender lo relacionado con la di-
namica de este elemento en la fisiologia de la planta. Una
“deficiencia” se logra corregir, a través de la adicién de una
fuente del elemento, mientras que el “estrés” es causado por
una localizacién inadecuada del elemento; en este caso, los
sintomas no se expresan en la totalidad de la planta, sino
en puntos especificos de crecimiento del tejido (Cresswell &
Weir, 1997).

El estrés abidtico, frecuentemente, conduce a un incremen-
to del Ca* " libre en el citoplasma de las células, que conlleva
a la expresién génica que activa respuestas bioquimicas, que
permiten a la planta adaptarse a condiciones adversas de di-
ferente naturaleza. De esta manera, el Ca™" est4 involucrado
en los mecanismos regulatorios, que le facultan a la planta
realizar ajustes en condiciones adversas, como temperatura
alta, dano por frio y estrés hidrico y salino (Liang et al. 2009).
Esto ha conducido a relacionar las deficiencias del elemento
en los tejidos de la planta con la aparicién de desérdenes
fisiolégicos presentados en diferentes cultivos, especialmen-
te en tejidos y en dérganos, que presentan una baja tasa de
transpiracién (Martyn et al. 2007).

Es asi como Collier & Huntington (1983) y Martyn et al.
(2007) relacionan la deficiencia de Ca*" en los tejidos di-
rectamente con desérdenes fisiol6gicos, como la quemazén
del apice en lechuga, pardeamiento en Telopea spp. y en
Euphorbia pulcherrima, pudricién apical en tomate y enne-
grecimiento de pétalos de rosa; no obstante, Murray et al.
(1972) investigaron estos desérdenes fisiolégicos en tomate
y en flores de corte sin encontrar diferencias significativas
en la concentracién del Ca*" en los tejidos y en los 6rganos

afectados, en comparacién con los que no expresaron los
sintomas caracteristicos. Al respecto, Franco et al. (1999)
observaron una alta incidencia de la pudricién apical en to-
mate, pese a encontrar niveles altos de Ca*" en la parte dis-
tal del fruto. Adicionalmente, Chiu & Bould (1976) no obser-
varon la manifestacién del desorden en plantas crecidas con
bajo suministro de Ca"".

Debido a lo anterior, Wissemeier (1993), Saure (1998) y
Franco et al. (1999) cuestionan el papel del Ca"" como cau-
sa primaria y fundamental en estos desérdenes y sugieren
que, por encima de su concentracion en los tejidos, facto-
res ambientales, como temperaturas extremas, transpiracién
alta, viento y radiacién luminica alta, pueden estar mas com-
prometidos con la manifestacion de los sintomas.

Por ejemplo, al estudiar el ennegrecimiento de bracteas de
Telopea spp., Martyn et al. (2007) no encontraron relaciéon
entre las bracteas afectadas por este sintoma y la concen-
tracién de Ca" " en los tejidos. Ademas, las bracteas de las
plantas cultivadas bajo sombra mostraron menor afectacién
que las sometidas a luz plena, lo que demuestra que la ra-
dicacién luminica de alguna forma esté relacionada con el
desorden. Lo que indica que las condiciones ambientales
que conducen la planta a situaciones de estrés podrian influir
en la manifestacion de los sintomas. Por otra parte, la inci-
dencia de otro desorden fisiol6gico, conocido como quema-
z6n del épice, que afecta a lechuga, coliflor y calabacin, se
reduce significativamente, cuando las plantas se someten a
condiciones de baja radiacién luminica (Wissemeier, 1996).

Las condiciones ambientales que conducen al estrés resultan
mas criticas, cuando los tejidos susceptibles se encuentran
en estadios de méxima tasa de divisién y de crecimiento ce-
lular (Saure, 2001 y 1998; Palzkill et al. 1980). Por ejemplo,
una mayor incidencia en el pardeamiento de las bracteas de
Telopea spp. coincidi6 con la etapa de méaximo desarrollo de
sus inflorescencias (Martyn et al. 2007).

Por otra parte, el crecimiento rapido de los tejidos vegeta-
les estaria en funcién de una reduccién en la concentracién
de Ca’" que, a su vez, estaria asociado a un incremento en
la actividad de las giberelinas, que interfieren en la toma y
transporte del Ca”" en los tejidos de las plantas (Grunzweig
et al. 2000); mientras el Ca’ " protege la integridad de las
membranas celulares, reduciendo su permeabilidad y previ-
niendo la liberacién de iones, a causa del estrés (Grattan &
Grieve, 1999), las giberelinas tienen el efecto opuesto, por
lo tanto, la susceptibilidad al estrés se incrementa por bajas
concentraciones de Ca* " y altos niveles de giberelinas (Flet-
cher et al. 2000).

De esta forma, las bajas concentraciones de Ca’ " presentes
en los tejidos en activo crecimiento pueden ser fisiolégica-
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mente razonables, tal como lo sehala Marschner (1983), al
indicar que en los tejidos en rdpido crecimiento se requiere
una alta permeabilidad de la membrana para el flujo de los
solutos. Esto significa, que en estos tejidos una alta deman-
da en el suministro de Ca* " podria no existir, ya que, incluso,
se reduciria el crecimiento de brotes y de frutos y la produc-
cién total (Hadi et al. 1996).

A pesar de los resultados contradictorios en cuanto al papel
de los factores externos y endégenos en estos desérdenes,
es evidente que son promovidos por situaciones de estrés,
que resultan mas severos cuanto mas intenso es el estrés y
mas susceptible el cultivar (Saure, 1998).

Si la hipétesis es correcta al indicar que en los diferentes des-
ordenes fisiologicos vinculados, inicialmente con deficiencia
de Ca"" en los tejidos, los sintomas del dano y la baja tole-
rancia, debidos al estrés resultan en niveles elevados de gi-
berelinas activas, entonces, la deficiencia localizada de Ca**
seria un indicador primario del incremento de la actividad de
esta clase de hormonas, mas que la causa fundamental del
problema (Saure, 1998).

El papel del Ca"" aplicado consistiria, principalmente, en
contrarrestar el efecto de las giberelinas sobre las membra-
nas celulares, pero su efectividad para controlar la incidencia
del desorden dependeria del nivel de estrés: si el crecimiento
es vigoroso y no es seguido por estrés severo, no se espera-
ria mayor incidencia, independientemente de la cantidad del
elemento aplicado (Saure, 1998).

El Boro: El boro (B) esté implicado en la sintesis, en el man-
tenimiento y en la estabilidad de la pared celular; en el me-
tabolismo de carbohidratos, RNA, auxinas y fenoles y en la
respiracion y transporte, a través de membrana (Bolafos et
al. 2004; Cara et al. 2002), por lo tanto, su deficiencia, pue-
de causar danos irreversibles a las plantas, cuando se en-
cuentran en estadios fenoldgicos criticos (Lehto et al. 2004).

El requerimiento de B, se encuentra en un rango de 2 en
monocotiledéneas hasta 80mg.L"' en dicotiledéneas. La
cantidad 6ptima para algunas especies puede ser toxica o
insuficiente para otras (Karabal et al. 2003). Para el caso de
Rosa spp., la concentracion se encuentra entre 30 y 60mg. L'
(Reuter & Robinson, 1986).

Las raices de las plantas absorben B como éacido bérico no
disociado H;BO; y borato, transportados en las hojas, via
xilema. La transpiracion es un factor clave que afecta su ab-
sorcién y su concentracion en los tejidos, aunque también es
movil por el floema y puede ser retranslocado en cantidades
considerables, por lo tanto, la reduccion en el transporte de
agua puede reducir la acumulacién de niveles téxicos en los
tejidos (Karabal et al. 2003).

El B se encuentra en las células formando complejo con las
pectinas y con los fenoles y en forma libre (Ruiz et al. 1998).
Es un elemento esencial para la estructura de la pared celu-
lar, debido a la formacién de complejos con pectina, a través
de uniones ester con grupos hidroxilos de carbohidratos o
glucoproteinas (Pfeffer et al. 2001). Segun Blevins & Lukas-
zewski (1998), en condiciones de deficiencia de B, se inte-
rrumpe la sintesis de la pared celular.

El &cido bdrico tiene la capacidad de formar complejos con
moléculas que contienen grupos dioles y polioles, especial-
mente cis-dioles, dentro de su estructura. Dentro de tales
compuestos, se incluyen diferentes aziicares y sus derivados
(aztcares alcoholes y acidos urdénicos), en especial manitol y
sorbitol. Estos compuestos funcionan como constituyentes
de la fraccién de hemicelulosa de las paredes celulares (Ble-
vins & Lukaszewski, 1998). En contraste, azGcares, como la
glucosa, la fructosa, la galactosa y sus derivados (sacarosa,
por ejemplo), no contienen la configuracién cis-diol y, por
lo tanto, no forman complejos estables con el borato (Mar-
schner, 1995). La proporcién relativa del B unido a la pared
celular varia con la especie, érgano y suministro de boro (Is-
hii & Matsunaga, 2001).

Las uniones que el borato forma con los componentes de la
pared celular son relativamente débiles y, por consiguiente,
apropiadas para permitir el rompimiento y la reconstruccién,
durante la elongacién celular. Adicionalmente, provee cargas
negativas para las interacciones i6nicas necesarias para el
crecimiento celular (Marschner, 1995).

En estudios in vivo e in vitro realizados por Bolanos et al.
(2004), se comprobé que el Ca* " inhibe la descomposicién
del dimero RGII-B (Ramnogalacturona Il -B) de la pared ce-
lular. Con base en trabajos sobre la estabilidad de diferen-
tes fracciones de B en raices intactas, Apostol & Zwiazek
(2004) sugieren que el Ca’" puede incrementar la fortaleza
de los complejos RGII-B. Ademas, reportan alteraciones en
la traslocacién de Ca“" en brotes y en frutos en plantas que
presentan deficiencia de B.

Por otra parte, la acumulacién de fenoles libres es una carac-
teristica de las plantas deficientes en B y probablemente se
relaciona con la funcién que realiza el microelemento, me-
diante la formacién de complejos cis - dioles con determina-
dos azucares y fenoles. Al presentarse dicha deficiencia, el
flujo de sustratos se direcciona hacia el ciclo de las pentosas
fosfato, aumentando, de esta manera, la biosintesis de feno-
les. La formacién de estos complejos, quizé esté involucra-
da en la regulacién de fenoles libres (Cara et al. 2002). En
deficiencia de B, los fenoles se acumulan en los tejidos y la
actividad de la polifenol oxidasa se incrementa, conduciendo
a la produccién de quinonas en las paredes celulares. Estas
moléculas son efectivas en la produccién de radicales supe-
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réxido, potencialmente eficaces en el dano a las membranas
celulares, a través de la peroxidacion de los lipidos (Marsch-
ner, 1995).

De igual manera, la radiacion luminica alta conduce a mayo-
res requerimientos de B. El requerimiento adicional de B es
utilizado para detoxificar o neutralizar las mayores concentra-
ciones de fenoles, a través de la formacién de los complejos
borato - fenol (Marschner, 1995). Asi, se ha propuesto que la
pérdida en la integridad de la membrana, causada por niveles
deficientes de B puede ser debido a una acumulacién de pro-
ductos fendlicos y sus productos oxidados, los cuales, causan
alteraciones en dicha estructura celular (Cara et al. 2002).

Las Antocianinas: Son compuestos fendlicos del grupo de
los flavonoides, que se encuentran principalmente en frutos,
en flores y en hojas (Lee et al. 2011), responsables de con-
ferir los colores rojo, azul y violeta (Leguizamén et al. 2005;
Tatsuzawa et al. 2010), dependiendo de la copigmentacion
o interaccién con compuestos, como metales, alcaloides,
taninos y polisacéaridos (Lee et al. 2008). Por ejemplo, la co-
pigmentacién entre antocianinas y flavonoles en los pétalos
de las flores de Heliophila coronopifolia, da como resultado
su coloracién azul (Saito et al. 2011). Las antocianinas tam-
bién tienen un papel importante en la ecologia de las plantas,
ya que al completarse el desarrollo del fruto, su presencia
transforma su color a rojo o purpura, lo que conduce a la dis-
persién de las semillas por parte de péajaros y otros animales
(Petroni & Tonelli, 2011).

Las antocianinas, se caracterizan por su alto poder reductor y
pueden ser inducidas rdpidamente en respuesta a condicio-
nes de estrés, ocasionados por factores abiéticos o biéticos
(Petroni & Tonelli, 2011); por ejemplo, alta radiacién lumini-
ca, bajas temperaturas, deficiencias de elementos minerales
como nitrégeno, fésforo, boro y manganeso (Whittaker et
al. 2009) o incidencia de patégenos (Jakopic et al. 2009;
Leguizamén et al. 2005; Grotewold, 2006), condiciones que
conllevan a la produccién exagerada de especies reactivas
de oxigeno. De esta manera, las antocianinas pueden neu-
tralizar los efectos nocivos de los radicales libres que cau-
san dano y muerte celular o disipar energia radiante, que
no puede ser utilizada en el proceso fotosintético (O “Neill
& Gould, 2003). Solamente, seis antocianinas son comunes
en los vegetales superiores: cianidina, pelargonidina, peoni-
dina, malvidina, petunidina y delfinidina (Lee et al. 2005),
siendo cianidina 3-glucésido la antocianina con mayor poder
antioxidante (Grotewold, 2006) y la de mayor contenido en
diferentes cultivares de rosa (Tatsuzawa et al. 2010; Lee et
al. 2011).

La biosintesis de antocianinas, se lleva a cabo a partir de la
ruta del acido siquimico y su regulacion se realiza de manera
diferente en monocotiledoneas y dicotiledéneas (Petroni &

Tonelli, 2011); se acumulan, especialmente, en las vacuo-
las de las células epidérmicas y mesofilicas (Schmitzer et al.
2009). Su estructura molecular puede variar, debido a la sus-
titucién glucosilica que presenten (glucosa, galactosa, rham-
nosa, xylosa y arabinosa) y a la acilacién de los grupos de
azUcares con acidos, en especial, dcido acético, cumarico,
caféico, malédnico, feltrico, oxdlico y succinico (Grotewold,
2006).

La naturaleza y el nimero de azucares ligados a la molécu-
la, la posicion de esta unién, la naturaleza y el nGmero de
acidos alifaticos y aromaticos que se unen al azcar durante
la acetilacién, juegan un rol importante en el color y en la
estabilidad del compuesto. Otros factores de estabilizacién
son la formacién de complejos con iones metélicos, como
aluminio e hierro (Markovic et al. 2005), presencia de pro-
teinas, pH, luz y temperatura (Rodriguez-Saona & Wrolstad,
2001; Kim et al. 2011; Schmitzer et al. 2012).

En cuanto al papel del pH, Brouillard (1988) establecié que
el valor de este pardmetro en la vacuola de la célula puede
afectar el color de los pétalos, a través de la alteracion fisica
entre los electrones del pigmento. Por otra parte, en Hydran-
geas sp., cultivadas en suelo con el pH de 5,5, el color de la
flor es azul, pero si el pH incrementa a 6,0, el color es rosa-
do. En este caso, a pH bajo, el aluminio se torna mas dispo-
nible y se encuentra en altas concentraciones en los pétalos,
formando complejo con las antocianinas que resultan en el
color azul (Quintana et al. 2007).

Alteracién en el Contenido de Antocianinas: En la mayoria de
las plantas, la biosintesis y la acumulacién de antocianinas
en las flores, se encuentra bajo regulacién ambiental y endé-
gena y coincide con el crecimiento de los pétalos (Mol et al.
1996). Su acumulacién es parte integral del desarrollo de las
flores que, posiblemente, son reguladas por los mismos fac-
tores que controlan su crecimiento (Weiss, 2000). En cuanto
a la biosintesis presentada en los frutos, Chen et al. (2012)
indican que en mora (Rubus spp. cv. Arapoho), la concen-
tracién de antocianinas es baja en los estados iniciales de
desarrollo y se incrementa drasticamente cuando los frutos
alcanzan la madurez.

De acuerdo con lo anterior, Halevy & Zieslin (1974), inves-
tigando los factores ambientales y bioquimicos implicados
en el ennegrecimiento de los pétalos de rosa cv. Baccara,
encontraron que los pétalos de los tallos afectados conte-
nian entre dos y cinco veces més antocianinas totales y la
PPO (Polifenol oxidasa) presentaba una actividad significa-
tivamente mas alta, en comparacién con los pétalos de los
tallos florales no afectados. Las flores afectadas por los sin-
tomas fueron aquellas procedentes de plantas que crecieron
fuera de los invernaderos, sometidas a bajas temperaturas
nocturnas (Halevy & Zieslin, 1974; Jaffrin, 2002).
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Por otro lado, trabajos realizados en vid, confirmaron que la
alta radiacién luminica incidente en los racimos provocaron
un incremento en la concentracién total de antocianinas mo-
noméricas y flavonoles, pero se redujeron por las excesivas
temperaturas (Steyn et al. 2000). De igual forma, Iglesias
et al. (1999) reportaron que el nivel de antocianinas en la
epidermis de frutos de manzano estaba inversamente rela-
cionado con la temperatura, especialmente, con la nocturna.

En cuanto al efecto que produce el estrés fisiolégico sobre
las antocianinas, Wanga et al. (2012) indican que en la epi-
dermis de frutas de uvas, procedentes de plantas cultivadas
bajo restricciéon radicular, se encontré una mayor concentra-
cién total e individual de estos pigmentos y que la acumula-
cién de azucares en los 6rganos reproductivos de las plantas
sometidas a este tipo de estrés, estaria relacionado con el
aumento considerable de las antocianinas.

De igual manera, la luz induce la acumulacién de antociani-
nas en tejidos verdes y en células en suspension: plantas cre-
cidas con baja intensidad luminica desarrollan flores palidas
con bajo nivel de estos pigmentos (Griesbach, 1992). En los
tejidos verdes, las antocianinas actian como pigmentos de
proteccién, que absorben la luz UV. La radiacién UV-B (280
a 320nm) induce la sintesis de antocianinas en las hojas de
varias especies de plantas (Jenkins et al. 1995); sin embar-
go, el efecto que tiene la radiacién UV sobre la pigmentacién
de los pétalos los y frutos, por lo tanto, en la sintesis de an-
tocianinas depende de la especie vegetal, ya que en algunas
es requerida y, en otras, no tiene ningtn efecto (Weiss, 2000;
Petroni & Tonelli, 2011). Por ejemplo, en hojas de diferentes
lineas de maiz hibrido, la radiacién UV-B incrementa signifi-
cativamente el contenido de antocianinas, posiblemente, en
respuesta metabdlica al estrés ocasionado. De esta mane-
ra, las plantas sembradas en los lugares con mayor nivel de
radiacién presentaron contenidos de antocianinas 45% ma-
yores en comparacién con los cultivares que crecieron con
menor radiacién. La mayor concentracién de antocianinas
es una respuesta de las plantas a los efectos adversos de este
tipo de radiacion, los cuales, pueden causar mortalidad del
polen, asincronia en floracién y esterilidad en plantas de maiz
(Pinter et al. 2007).

De acuerdo con Lu et al. (2009), cerca del 52% de la varia-
cién del contenido de antocianinas en pétalos de diferentes
cultivares de [pomoea purpurea puede ser explicado por el
efecto de la temperatura y la radiaciéon UV. Asi, las plantas
cultivadas, tanto en campo como en invernadero, aumen-
taron la concentracién de antocianinas, cuando estuvieron
expuestas a bajas temperaturas y alta radiacion luminica.

Ennegrecimiento de los pétalos: El ennegrecimiento de pé-
talos de rosa, se manifiesta como &reas negras o cafés hun-
didas en los &pices de los pétalos, sintomas frecuentemente

evidentes después de la cosecha, lo que en ocasiones da
lugar a flores severamente afectadas.

Algunos cultivadores de rosas en Colombia muestran que
la fisiopatia se desarrolla especialmente en dias nublados,
en donde prevalecen temperatura baja y alta humedad re-
lativa. Ademés, manifiestan que existe un fuerte componen-
te genético involucrado, ya que algunos cultivares son mas
susceptibles que otros. Los sintomas més evidentes en los
cultivares susceptibles, se suelen presentar cuando los tallos
florales son sometidos al tratamiento de frio habitual, en la
producciéon comercial (Cabrera et al. 2007).

De acuerdo con Cabrera et al. (2007), en los cultivos comer-
ciales de rosa de cultivares susceptibles en California (Esta-
dos Unidos), el desorden se manifiesta cuando se presentan
temperaturas entre 10 y 15°C por una a dos semanas antes
que la flor sea cosechada. El mantenimiento de la tempe-
ratura por encima de 15°C, conlleva a la supresién de los
sintomas.

En trabajo de investigacién llevado a cabo recientemente por
los autores de la presente revision, la privacion de calcio y de
boro en la solucién nutritiva de plantas de rosa cv. Freedom,
afect6 la acumulacién de estos elementos en los tejidos, lo
que confirma el sinergismo de estos dos elementos; sin em-
bargo, el contenido de pigmentos de tipo antocianinas no
mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Se
infiere que las condiciones ambientales presentadas durante
el desarrollo de las plantas pudo tener una implicacién mas
directa en el ennegrecimiento de los pétalos que el balance
nutricional.

Desoérdenes similares al ennegrecimiento de los pétalos de
rosa, se presentan en hortalizas (lechuga, tomate, calaba-
cin), frutos (manzano y peral) y en ornamentales, posible-
mente, debido a una deficiencia de Ca* ", aunque diferentes
investigaciones indican que las causas podrian estar mas re-
lacionadas con factores ambientales que conduce al estrés
(Franck et al. 2007; Wissemeier, 1993; Saure, 1998).

En lo que respecta al papel de la parte nutricional en el
desorden, experimentos realizados con rosa roja cv. Royal-
ty, mostraron que la incidencia del ennegrecimiento en los
pétalos fue generalmente mayor en las plantas que se culti-
varon en soluciones nutritivas que contenian bajas concen-
traciones de Ca’ "y B y que al aumentar la concentracién de
estos elementos, los sintomas disminuyeron; no obstante,
sorprendié que los tallos cosechados dos dias después del
punto comercial de corte no presentaban los sintomas, sin
importar la solucién nutritiva utilizada. Se infiere que existe
un estadio en el desarrollo de la flor, en el cual, se presenta
una mayor susceptibilidad en la expresién del desorden, en
condiciones que promueven una baja absorcién y acumula-
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cién de estos minerales, especialmente, en hojas y en tallos
(Cabrera et al. 2007).

structure and function. Ann. Rev. Plant Physiol.
49:481-500.

Lo anterior confirma que las concentraciones bajas de Ca*" 4. BOLANOS, L.; LUKASZEWSKI, K.; BONILLA, I.; BLE-
por si mismas no son la causa fundamental del problema, VINS, D. 2004. Why boron? Plant Physiol. Biochem.
excepto en las condiciones de estrés, producidas en el pro- 42(11):907-912.
ceso de poscosecha de la flor cortada.
5. BOROCHOV, A,; MAYAK, S.; BROUN, R. 1982. The in-
Un desorden fisiolégico relacionado con el ennegrecimiento volvement of water stresses and ethylene in senescen-
de los pétalos de rosa es el pardeamiento de algunos fru- ce of carnation flowers. J. Exp. Bot. 33:1202-1209.
tales, como el peral y el manzano, que se presenta por oxi-
daciones enziméticas de compuestos fendlicos, debido ala 6. BROUILLARD, R. 1988. The Flavonoids: Advances in
accioén de la polifenol oxidasa (PPO) a quinonas, moléculas research. In: Harborne, J.B. (Ed.). Flavonoids and
muy reactivas, que forman polimeros de color marrén. Los flower color. Chapman & Hall, (London). p.525-538.
factores mas importantes involucrados en el pardeamiento
enzimaético son la concentracién de fenoles y la actividad de 7. CABRERA, R.L; SOLTS-PEREZ, A.R.; McCORMICK, J.
la PPO (Franck et al. 2007). Al respecto, Hamauzu & Ha- 2007. The role of calcium and boron in rose develop-
nakawa (2003) encontraron que las variedades de peral que ment and petal blackening: Observations in com-
evidenciaron menor concentracién de compuestos fendlicos mercial rose greenhouses and shoot tissue nutrient
fueron menos susceptibles al pardeamiento. status. Progress Report (July to December). Texas
A&M University. Research and Extension Center. 5p.
De acuerdo con los resultados previamente reportados so-
bre las causas del ennegrecimiento de los pétalos en rosas 8. CARA, F; SANCHEZ, E.; RdIZ, J.; ROMERO, L. 2002.
rojas (Halevy & Zieslin, 1974; Cabrera et al. 2007), es po- Is phenol oxidation responsible for the short term
sible inferir que la predisposicién genética del cultivar y las effect of boron deficiency on plasma-membrane per-
bajas temperaturas son los factores que mas influyen en la meability and function in squash root? Plant Physiol.
incidencia de este desorden fisiologico. Es probable, que las Biochem. 40(10):853-858.
condiciones nutricionales y los portainjertos utilizados para
el desarrollo de las plantas de rosa (Rosa sp.), se puedan 9. CHEN, Q.; YU, H.; TAN, H.; WANG, X. 2012. Identifi-
considerar factores secundarios. cation and expression analysis of genes involved in
anthocyanin and proanthocyanidin biosynthesis in
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SUMMARY

The present study aimed to establish the preliminary diagno-
sis and recommendation integrated system (DRIS) norms for
the rubber tree clone FX3864 (Hevea brasiliensis) under the
conditions of the Colombian Eastern Plains for the elements
N, P K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cu, Zn and B. For this purpose,
77 foliar samples were taken from a 10- to 12-year-old com-
mercial crop. The element ratios that contributed the grea-
test variance between high- and low- productivity populations
were selected for conversion into norms. Of the 132 possible
ratios, 66 were selected, with ratios including P/N, N/K and
NXCa proving most important. The most limiting nutrients
were K and N when deficient and Ca and S when in excess.

Key words: Foliar analysis, mineral nutrition, diagnosis and
recommendation, fertilization.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue obtener las normas preli-
minares de diagndstico y recomendacioén integral DRIS para
el cultivo de caucho clon FX3864 (Hevea brasiliensis) bajo
condiciones de la altillanura colombiana para los elementos
N, P K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cu, Zn y B, para ello se tomaron
77 muestras de tejido foliar de plantaciones comerciales con
edades entre 10 y 12 anos. Para la selecciéon de las rela-
ciones que se convirtieron en normas se utilizé el método
de mayor relacién entre varianzas entre la poblaciéon de baja
productividad sobre la de alta productividad. De las 132 re-
laciones posibles se seleccionaron 66, destacandose relacio-
nes como P/N, N/K, NXCa. El nutriente mas limitante es el K
seguido del N por defecto y el Ca seguido del S por exceso.

Palabras clave: Andlisis foliar, nutricién mineral, diagndstico
y recomendacion, fertilizacion.

INTRODUCTION

The eastern plains of Colombia extend from the town of
Puerto Lépez (Meta) to the source of the Orinoco River. This
area has a high agricultural potential, with an estimated 4.5
million potentially arable hectares (Rivas et al. 2004). Agri-
cultural projects are being developed in the region with the
hope of introducing crops such as soybean, sugarcane, oil
palm and rubber, among others, as alternative crops for ow-
ners of both small and large farms.

In this region, rubber is principally found in the municipality of
Puerto Lépez, where there are commercial plantations in the
productive and (primarily) growing stages. These plantations
are managed at the nutritional level with fertilizer applications
based on research from countries such as Malaysia, Brazil
and India (DANE, 2010). This previous research was specific
to the production zones in which it was conducted, and its
applicability depends on the clone type, plant population, soil
characteristics and environmental resources of the planta-
tion. Therefore, although production in the eastern plains of
Colombia is not low (approximately 1800 kg ha' yr'), it could
be improved by determining the specific fertilization require-
ments for the particular soil conditions of the area.

The diagnosis and recommendation integrated system
(DRIS) is a tool for correctly interpreting foliar analysis un-
der these conditions. DRIS was proposed by Beaufils (1973),
based on research into plant physiology and nutrition, as an
alternative to the nutritional evaluation of crops. In contrast
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to approaches such as the critical-value or range-of-suffi-
ciency methods, DRIS is based on the utilization of nutrient
ratios instead of absolute or individual concentrations. Some
ratios among nutrients are more important than others for a
specific crop, and these can be identified in high-productivity
populations when compared to low-productivity populations,
which nonetheless also occasionally display ideal or optimal
ratios, as reported by Wadt & Dias (2012).

DRIS was initially developed using rubber crops in Vietnam,
and subsequent refinements of the method were conducted
in sugar cane and corn crops in South Africa by Beaufils
(1973). At present, DRIS norms have been developed for
crops such as roses, coffee, apples and citrus fruits, among
others (Nachtigall & Dechen, 2007).

The DRIS method studies nutrient concentrations in the
leaves of a crop to establish the interactions between pairs
of nutrients, then uses the interactions observed in a high-
yielding population as references to develop norms (Mourao
Filho, 2004). This method is based on the estimation of an
index for each pair of nutrients (Dias et al. 2010a). DRIS
norms are used for the nutritional evaluation of a low-yielding
population, employing mathematical formulas derived from
different DRIS functions (Beaufils, 1973; Jones, 1981; Wadt
et al. 2007).

DRIS has advantages over other diagnostic methods because
it generates an easily interpreted continuous scale, allows for
the classification of nutrients from the most deficient to the
most excessive, detects cases of yield limitation due to nutrient
imbalances (including when no nutrients are below the critical
level) and allows for a total nutritional diagnosis of the plant
through the nutritional balance index (Huang et al. 2012).

Once the norms are established, DRIS indices are calculated
for each nutrient. A negative index signifies that the element
in question is deficient; if the index is positive, the element is
present in excess; and if the index is near zero, the nutrient
is present at an adequate or balanced level in the plant.
The present study aims to establish the DRIS norms for
the rubber crop clone FX 3864 under the conditions of the
eastern plains of Colombia.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The study was conducted in the town of Puer-
to Lépez in the province of Meta, Colombia, in a 10-year-
old commercial rubber plantation located at 40°5'46”N,
72°57°30"W and an altitude of 184 m. The sail is an Insep-
tic Hapludox, characterized by a high aluminum saturation
and a low base saturation. The predominant texture is sandy
loam. The chemical characteristics of the soil are shown in
table 1.

Foliar and yield sampling. During the month of July 2010,
recently matured leaves from the third medium plant were
sampled. Sampling occurred between 06:00 and 10:00 of
each day to reduce diurnal nutritional variability, according
to the methodology proposed by Malavolta et al. (1997). In
total, 80 samples were taken. The samples were prepared by
removing the petioles, and the films were washed with tap
water and dried in a cool environment before being sent to
the laboratory.

The foliar samples were taken to the laboratory and, by
means of dry digestion and atomic absorption, the elements
K, Ca, Mg, Na, K, Fe, Cu, Mn and Zn were determined. In
a similar manner, the colorimetric method was used to de-

Table 1. Descriptive statistics of the chemical soil attributes in the study area.

Attribute (CV, %) Median Minimum Maximum
OM (%) 4.55(15.07) 4.49 2.98 6.17
P (mg kg™ 3.64(23.05) 3.61 2.00 5.67
Al+H (cmol ,, kg") 1.75(15.31) 1.72 1.14 2.4
Al (cmol,, kg 1.44(17.22) 1.38 0.91 2.05
Ca (cmol,, kg") 0.38(28.88) 0.34 0.21 0.69
Mg (cmol,., kg™ 0.11(10.81) 0.11 0.09 0.14
K (cmol., kg™ 0.05(24.81) 0.05 0.02 0.07
Na (cmol, kg™ 0.07(11.68) 0.07 0.05 0.08
CE (dS) 0.05(18.44) 0.05 0.03 0.07
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termine P and B; as well as wet digestion and the Kjeldahl
method for N and turbidimetry for S.

Three latex measurements were conducted in the field to
establish productivity. These measurements were taken in
June, September and December, coinciding with the periods
of high, medium and low precipitation, respectively, because
the productivity of rubber is highly related to the water state
of the plant (Ribeiro & Céssia, 2006). These measurements
were made on the same trees from which the foliar samples
were taken.

Samples without productivity information or with a produc-
tivity of zero were eliminated from the study. Information re-
garding the planting date, area and production of each of the
remaining analyzed lots was compiled.

Data analysis. Populations were separated using the
descriptive statistics described by Wadt et al. (1999): samples
in the highest quartile of productivity, averaged over the three
latex measurements, were considered to represent high
productivity, and those below that quartile were considered
to represent low productivity.

DRIS norms. After the populations were selected, the
coefficients of variation, minima, maxima and variances for
each element, as well as the ratios between each element,
were calculated in both the high- and low-productivity
populations. The element ratios that contributed the greatest
variance between high- and low-productivity populations
were selected for conversion into norms, as proposed by
Summer (1990), who stated that

If [s* (A/B), / s° (A/B),]> [s” (B/A), / s* (B/A)r], then
the norm and the relationship chosen ratio = A/B;
If [s* (A/B),/ s* (A/B)] <[s” (B/A), / s” (B/A)r], then,
the norm and the relationship chosen ratio = B/A;

where s (A/B), is the difference of the ratio between the vari-
ances of the concentrations of the nutrients A and B in the
reference population (r) and s* (A/B), is the difference of the
ratio between the variances of the concentrations of the nu-
trients A and B in the low-productivity population (b).

Nutritional balance index. The nutritional indices (NI) were
calculated using the methodology proposed by Beaufils
(1973):

If A/B < a/b, then

f(AyB) = (A/B — a/b)/ sa/b x (a/b / A/B);

otherwise,

f(AyB) = (A/B — a/b)/ sa/b,

where f(A/B) is the DRIS function for any two nutrients (A and
B), A/B is the ratio between nutrients A and B in the sample,

a/b is the ratio between nutrients A and B in the reference
standard and sa/b is the standard deviation of ratio A/B from
the reference standard.

The sum of the values for the modulus of the NI of all nu-
trients constituted the nutritional balance index (NBI), and
the nutrient average balance index (IBNm) was obtained by
dividing this value by the number of NBI nutrients according
to the expression IBNm = (|NLA|+ |NLB| + |NLC|
+...+ | NI N |/n, using as samples the averages of the low-
yield population (Dias et al. 2011; Sanchez et al. 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

Foliar description and population separation. The median
values of N and K were deficient, at 2.85% and 0.67%, res-
pectively (Table 2); the median value of P was at an adequate
level of 0.27%. These conclusions are based on the values
reported by Pushparajah & Teng (1972), who observed that
the content of N in rubber leaves on the basis of dry mass is
between 3.30% and 3.70%, that of P is between 0.209% and
0.25% and that of K is between 1.30% and 1.60%.

After eliminating those samples without complete produc-
tivity information from the database, 77 samples remained,
exhibiting a normal distribution. The medium productivity
of these samples was 1802.8 kg ha yr', with a minimum
of 392.0 kg ha' yr' and a maximum of 3492.7 kg ha yr'.
These results suggest that the samples adequately represent
the variation of the study area, a requirement for the develop-
ment of DRIS norms (Maia, 2012).

The most productive quartile, the high-productivity/reference
population, contained 19 of the 77 samples, with a minimum
production threshold of 2183.4 kg ha™ yr' (Table 3); 58 of
the 77 samples were below this threshold and made up the
low-productivity population. This division meets the criterion
of Reis Junior & Monnerat (2003), who suggested that the
high-productivity population should consist of at least 10%
of the samples.

The median nutrient concentrations of N, K, Ca and Mg,
among others, were greater in the high-productivity popula-
tion; concentrations were similar between populations for P
and greater in the low-productivity population for B and S. Be-
cause foliar analysis was conducted at the peak of production,
elements such as N, Ca and Mg may have been in greater de-
mand for latex formation than the other elements in the study.

Nutrient concentrations for the high-yield population were,
in general, lower than those reported by Flores et al. (2004)
in a study conducted in Venezuela on the clones IAN 873,
IAN 710 and FX 3864, with the exception of Ca. The levels
detected in the present study were, however, in agreement
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Table 2. Mean values of the foliar nutrients of the rubber (Hevea brasiliensis) clone FX 3864 in the eastern plains of Colombia.

Nutrient CV(%) Minimum Maximum
Yield (kg ha™ yr') 1802.80 30.35 392.00 3492.70
N (%) 2.85 12.05 2.15 3.86
P (%) 0.27 20.67 0.17 0.44
K (%) 0.67 32.92 0.12 1.40
Ca (%) 0.68 29.96 0.33 1.37
Mg (%) 0.23 41.82 0.06 0.62
Na (%) 0.02 49.91 0.007 0.09
S (%) 0.08 104.23 0.03 0.52
Fe (mg kg™) 162.94 42.63 15.34 388.19
Cu (mgkg™) 8.30 66.90 4.002 40.02
Mn (mg kg™) 140.23 39.90 50.03 336.17
Zn (mg kg™ 12.40 39.18 6.00 33.35
B (mg kg™ 121.55 20.80 67.91 218.03

Table 3. Mean (X), minimum (Min.), maximum (Max.) values of foliar nutrients for high- and low-productivity populations of the
rubber (Hevea brasiliensis) clone FX 3864 in the eastern plains of Colombia.

High yield population Low yield population
Nutrient

(CV, %) Min. Max. (CV, %) Min. Max.
Yield (kg ha yr') 2550.1(14.27) | 2138.4 | 3492.7 1558(21.31) 392 2084.9
N (%) 2.97(12.36) 2.36 3.64 2.81(11.68) 2.15 3.85
P (%) 0.27(16.62) 0.19 0.36 0.27(21.95) 0.17 0.43
K (%) 0.67(23.4) 0.43 1.01 0.66(35.69) 0.12 1.41
Ca (%) 0.71(26.83) 0.42 1.14 0.66(31.06) 0.33 1.37
Mg (%) 0.25(47.27) 0.10 0.62 0.21(38.74) 0.06 0.48
Na (%) 0.01(21.94) 0.01 0.02 0.02(55.66) 0.00 0.09
S (%) 0.06(18.85) 0.03 0.078 0.08(111.84) 0.03 0.51
Fe (mg kg™) 166.2(54.45) 30.7 388.2 161.87(38.3) 15.34 | 380.86
Cu (mg kg™) 9.34(81.86) 4.00 40.02 7.95(59.16) 4.00 40.02
Mn (mg kg'') 153.00(50.29) | 50.00 | 295.5 136.04(34.72) | 67.37 | 336.17
Zn (mg kg-") 13.38(44.93) 6.67 33.35 12.08(36.69) 6.00 25.34
B (mg kg') 118.54(20.89) | 67.91 | 173.35 122.54(20.88) 705 | 218.03

with those reported by Bataglia et al. (1988) for rubber trees
in Brazil, with a production level greater than 1500 kg ha™ yr'.
Both that study and the present study reported lower levels
of N and P and higher levels of Mg than those suggested by
Pushparajah & Teng (1972) to be adequate for the develop-
ment of rubber in Malaysia. It must be considered that, ac-

cording to the type of material and its genetics, nutrient con-
tents vary to greater or lesser degrees (Mendes et al. 2012),
and although previous studies provide reference levels, it is
possible that plants exhibit different nutrient requirements
depending on their different growing conditions (Bataglia et
al. 1998; Nguyen, 2013).
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DRIS norms. The respective norms of the high- and low-
productivity populations were determined as coefficients
or products, whichever was more appropriate in each case
(Table 4). The coefficients of variation were highest for the
ratios involving Fe, Cu and S. This result is due to the high
coefficients of variation for these elements in the global da-
tabase (Table 2), a situation that is generally true for the de-
termination of DRIS norms, as reported by different authors
(Nachtigall & Dechen, 2007). Flores et al. (2004) concluded

that this situation does not complicate the interpretation of
the norm, as the coefficient values represent the real varia-
tion that exists for the nutrient contents of rubber popula-
tions with average yield.

The norms obtained for the ratios and products of the
elements were selected based on which contributed the
greatest variance between the high- and low-productivity
populations. Of the 132 possible ratios, 66 were selected,

Table 4. DRIS norms for the rubber (Hevea brasiliensis) clone FX 3864 in the eastern plains of Colombia.

Ratio CV(%) s? F(Sb/Sa) Ratio (CV %) s? F(Sb/Sa)
P/N 0.09(15.1) 1.9x10™ 2.13 | 100Ca/Fe 0.59(73.26) 0.186 1.24
N/K 4.69(27.51) 1.669 551 | 100Ca/Cu 9.21(27.33) 6.337 3.74
NXCa 2.13(27.64) 0.349 0.84 | 100Ca/Mn | 0.53(32.98) 0.031 1.04
CaXN 2.13(27.64) 0.349 0.84 |Zn/100Ca 0.19(41.94) 0.006 1.49
NXMg 0.76(51.24) 0.153 0.38 | B/100Ca 1.72(26.63) 0.21 2.19
Na/N 0.006(25.58) | 2.87x10° | 6.13 | Na/Mg 0.08(34.79) 9.2x10* 2.89
SN 0.02(23.87) 2.76x10° | 48.19 | S/Mg 0.29(42.61) 0.016 7.34
100N/Fe 2.5(86.08) 4.631 0.73 | Fe/100Mg 7.85(61.05) 22.97 1.14
100N/Cu 39.47(33.39) 173.773 0.84 | 100Mg/CU | 3.31(51.12) 2.871 0.81
100N/Mn 2.41(43.86) 1.12 050 |Mn/100Mg | 6.61(49.13) 10.559 1.02
100N/Zn 25.4(35.09) 79.44 1.17  |Zn/100Mg | 0.60(46.65) 0.077 1.32
100N/B 2.65(31.7) 0.707 0.48 | B/100Mg 5.44(41.6) 5.137 2.52
P/K 0.42(26.09) 0.012 477 |S/Na 3.51(31.65) 1.235 13.71
PXCa 0.19(26.03) 0.002 230 | 100Na/Fe 0.01(65.84) | 1.04x10* 3.41
PXMg 0.06(47.82) 0.001 0.99 |100Na/Cu | 0.25(42.35) 0.012 4.43
Na/P 0.07(27.56) 4.12x10* | 6.60 |100Na/Mn | 0.01(49.93) | 5.89x10° 3.74
S/p 0.24(25.35) 0.003 39.06 | 100Na/Zn 0.16(34.66) 0.003 3.19
100P/Fe 0.22()77.82 0.03 0.67 | 100Na/B 0.01(33.65) 3.3x10” 3.28
100P/Cu 3.59(37.34) 1.801 0.87 | 100S/Fe 0.05(81.14) 0.001 6.65
Mn/100P 5.79(54.78) 10.073 0.48 | 100S/Cu 0.83(34.19) 0.081 17.15
100P/Zn 2.27(34.68) 0.623 1.20 | 100S/Mn 0.05(53.69) | 8.06x10* 9.76
KXCa 0.49(38.34) 0.035 1.03 | 100S/Zn 0.54(39.38) 0.046 29.44
KXMg 0.17(51.44) 0.008 1.08 |100S/B 0.05(20.14) 1.2x10™ 31.83
Na/K 0.02(26.77) 6.4x10” 12.63 | Cu/Fe 0.06(79.06) 0.003 1.76
S/K 0.09(26.06) 6.7x10* | 43.00 |Mn/Fe 0.01(90.77) 1.4 0.98
100K/Fe 0.55(77.31) 0.184 2.82 | Zn/Fe 0.10(74.69) 0.006 1.18
100K/Cu 8.80(36.23) 10.176 1.66 |B/Fe 0.97(81.92) 0.641 1.03
Mn/100K 2.29(44.99) 1.067 333 |Mn/Cu 19.46(49.2) 91.701 1.25
Zn/100K 0.20(35.12) 0.004 6.23 | Zn/Cu 1.78(47.33) 0.71 0.81
B/100K 1.82(25.07) 0.21 928 |B/Cu 15.48(37.28) 33.31 1.11
Ca/Mg 3.21(34.64) 1.241 1.62 | Mn/Zn 12.07(48.77) 34.621 0.73
Na/Ca 0.02(29.22) 6.8x10” 821 |B/Mn 0.94(44.73) 0.179 0.73
S/Ca 0.09(28.31) 7.1x10* | 39.19 |B/Zn 9.90(35.93) 12.678 1.35
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with ratios including P/N, N/K and NXCa proving most
important. These ratios exhibited clear differences with the
results of previous research on rubber trees conducted by
Flores et al. (2004): for example, the P/N ratio was 0.07 in the
Flores study and 0.09 in the present study, indicating greater
quantities of P for the high-yield population in the present
case. Bataglia & Santos (1999) concluded that low levels of
P in the soil and leaves negatively affect the productivity of
rubber trees in soils of otherwise high fertility.

For the N/K and NXCa ratios, Flores et al. (2004) obtained
values of 6.67 and 1.07, respectively, whereas the values ob-
tained in the present study were 4.69 and 2.13, respectively.
Norms can vary significantly from one region to another, as
has been previously reported (Dias et al. 2010b; Partelli et
al. 2006). Bolton (1964) acknowledged these differences
when he reported that the N, P and K standards for rubber
obtained in Vietnam were inadequate for application in Ma-
laysian plantations due to their improper balance for high-
production populations.

The ratios involving K in the present study were either
higher or lower than those reported by Flores et al. (2004),
depending on K’s role as either a numerator or denominator,
respectively. Higher levels of K overall were observed in the
leaves of the present study, a difference that may impact
productivity.

Nutritional balance index. Once the DRIS norms were es-
tablished, the nutritional diagnosis was conducted by calcu-
lating the DRIS indices for each nutrient (Table 5) and estab-
lishing the nutritional balance indices (NBI), grouping them
from the most to the least limiting and using as samples the
averages of the low-yield population, as has been proposed
for coffee (Wadt & Dias, 2012), cupuacu (Dias et al. 2011)
and orange (Dias et al. 2013) in the Brazilian Amazon region.

Wadt et al. (1999) and Wadt (2005) stated that if the NI of an
element is greater than the NBIm, it is possible to generate
a productivity response by adjusting levels of that element.
Elements such as N and K, for example, would cause higher
productivity when added, whereas the restriction of elements
such as S would lead to higher productivity.

In addition, the nutritional balance of the sample was calcu-
lated, and the order of nutrients in terms of importance was
K>N>Cu>Zn>Mg>B>Mn>P>Fe>Na>Ca>S.

These results suggest that, for the case of the low-yield popu-
lation, the most limiting nutrients were K and N when defi-
cient and Ca and S when in excess. These results are concor-
dant with the levels found in the low-productivity population
(Table 3) and support the results of Bataglia et al. (1998),
who found that low contents of K and high contents of Ca

induced deficiencies of K and N in rubber, respectively, nega-
tively influencing its productivity.

DRIS norms were established for a rubber crop on the east-
ern plains of Colombia based on 66 nutrient ratios. These
norms supply a tool for interpreting the nutritional state of a
rubber crop based on foliar analysis. The most limiting ele-
ment under the study conditions is K. The obtained norms
establish the differences between high- and low-productivity
populations, indicating which elements and factors should
be considered for future crop management.

Table 5. Nutritional balance index (NBI) for the low-yield
population of the rubber (Hevea brasiliensis) clone FX
3864 in the eastern plains of Colombia.

Nutrient NBI
N -3.58
P -0.63
K -4.05
Ca 2.25
Mg -1.28
Na 1.73
S 9.68
Fe -0.19
Cu -2.34
Mn -0.93
Zn -2.37
B -1.13
NBI 30.16
NBIm 2.51

Acknowledgements: The authors thank the “Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural” of Colombia for financial
support and Mavalle S.A. for logistical support. Conflicts of
interest: The manuscript was prepared and reviewed with
the participation of all authors, who declare the absence of
conflicts of interest that jeopardize the validity of the results
presented.

BIBLIOGRAPHY

1. BATAGLIA, O.C;; CARDOZO, M.; VISCAINO, C.M.
1988. Situacao nutricional de seringais produti-
vos no estado de Sao Paulo. Bragantia. (Brazil)
47(1):109-123.

118



Articulo Cientifico

Chacon-Pardo, E.; Camacho-Tamayo, J.H.; Bernal, J.H.: DRIS norms for rubber clone FX3864

2.

10.

11.

BATAGLIA, O. C.; SANTOS, W. R. 1999. Efeitos da
adubacao NPK na fertilidade do solo, nutricao e
crescimento da seringueira. Rev. Bras. Ciénc. Solo.
(Brazil). 23(4):881-890.

BATAGLIA, O.C.; SANTOS, WR.; IGUE, T; GON-
CALVES, PS. 1998. Resposta da seringueira clone
RRIM 600 a adubagéo NPK em solo Podzdlico Ver-
melho Amarelo. Bragantia. 57(2):367-377.

BEAUFILS, E.R. 1973. Diagnosis and recommenda-
tion integrated system (DRIS). University of Natal
(Bloemfontein, South Africa). 132p.

BOLTON, J. 1964. The manuring and cultivation
of Hevea brasiliensis. J. Sci. Fd. Agric. (USA).
15(1):1-8.

DANE - Departamento Administrativo Nacional de Es-
tadistica. 2010. Informe de resultados del censo de
unidades productoras de plantaciones de caucho
—UPPC. DANE, Direccién de Regulacion, Plane-
acion, Estandarizaciéon y Normalizacién (Colom-
bia). 66p.

DIAS, J.R.M,; PEREZ, D.V;; SILVA, L.M.; LEMOS, C.O.;
WADT, PG.S. 2010a. Normas DRIS para cupua-
guzeiro cultivado em monocultivo e em sistemas
agroflorestais. Pesq. Agropec. Bras. 45(1):64-71.

DIAS, J.R.M.; WADT, PG.S.; PEREZ, D.V,; SILVA, L.M;
LEMOS, C.O. 2011. DRIS formulas for evaluation
of nutritional status of cupuacu trees. Rev. Bras.
Ciénc. Solo. (Brazil). 35(1):2083-2091.

DIAS, J.RM.; WADT, PG.S.; SAMPAIO, FAR;
PITTELKOW, EK.; MIOTTI, A.A.;; ROSA, MR.
2010b. Estabelecimento de normas DRIS para
cupuacgueiro na regiao amazonica. Rev. Caatinga.
(Brazil). 23(4):121-128.

DIAS, J.R.M.; WADT, PG.S.; TUCCI, C.A.F; SANTOS,
J.Z.L.; SILVA, S. V. 2013. Normas DRIS multivari-
adas para avaliagao do estado nutricional de laran-
jeira ‘Pera’ no estado do Amazonas. Rev. Ciénc.
Agron. (Brazil). 44(2):125-134.

FLORES, J.A.; GARAY, V.J.; PENA, C. 2004. Evaluacién
Nutricional de Plantaciones de Hevea brasiliensis
Muell. Arg., Sector El Pozo, San Fernando de
Atabapo, Estado Amazonas, Venezuela. Rev. For.
Lat. (Venezuela). 19(2):83-107.

12.

15.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

HUANG, H.; H4, C.X,; TAN, Q; Hd, X.; SUN, X;
Bi, L. 2012. Effects of Fe-EDDHA application
on iron chlorosis of citrus trees and comparison
of evaluations on nutrient balance with three
approaches. Sci. Hortic. (USA). 146(1):137-142.

. JONES, W.W. Proposed modifications of the diagnosis

and recommendation integrated system (DRIS) for
interpreting plant analyses. Comm. Soil Sci. Plant
Anal., 12:785-794, 1981.

. MAIA, C.E. 2012. Fertilization response likelihood for

the interpretation of leaf analyses. Rev. Bras. Ciénc.
Solo. 36(2):437-445.

MALAVOLTA, E.; VITTI, G. C.; OLIVEIRA, S. A. 1997.
Avaliacao do estado nutricional das plantas:
principios e aplicacoes. 2a. Edigéao. Potafos (Piraci-
caba, Brazil). 319p.

. MENDES, A.D.R.; OLIVEIRA, L.E.M.; NASCIMENTO,

M.N.; REIS, K.L.; BONOME, L.T.S. 2012. Concen-
tracao e redistribuicao de nutrientes minerais nos
diferentes estadios foliares de seringueira. Acta
Amaz. (Brazil). 42(4):525-532.

MOURAO-FILHO, FA.A. DRIS: 2004. Concepts and
applications on nutritional diagnosis in fruit crops.
Sci. Agric. (Brazil). 61(5):550-560.

NACHTIGALL, G. R.; DECHEN, A. R. 2007. DRIS
norms for evaluating the nutritional state of apple
tree. Sci. Agric. 64(3):282-287.

NGUYEN, B.T. 2013. Large-scale altitudinal gradient
of natural rubber production in Vietnam. Ind. Crop
Prod. (USA). 41:31-40.

PARTELLI, FL.; VIEIRA, H.D.; MONNERAT, PH.;
VIANA, AP 2006. Estabelecimento de normas
DRIS em cafeeiro conilon orgéanico e convencional
no estado do Espirito Santo. Rev. Bras. Ciénc. Solo.
30(1):443-451.

PUSHPARAJAH, E.; TENG, TK. 1972. Factors
influencing leaf nutrient levels in rubber. In:
Proceedings of the R.R.LM. Malaya Planters
Conference, Kuala Lumpur 1972. Rubber Research
Institute of Malaya, Kuala Lumpur. p.140-154.

REIS JUNIOR, R.A.; MONNERAT, PH. 2003. DRIS
norms validation for sugarcane crop. Pesq. Agro-
pec. Bras. 38(3):379-385.

119



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica 16 (1): 113 - 120 2013

23. RIBEIRO, J.C.; CASSIA, C.E. 2006. Fotossintese e 28. WADT, PG.S.; DIAS, J.R.M. 2012. Normas DRIS re-

relagcbes hidricas de duas cultivares jovens de gionais e inter-regionais na avaliagao nutricional de
seringueira. Rev. Bras. Bot. 29(4):701-708. café Conilon. Pesq. Agropec. Bras. 47(6):822-830.

24. RIVAS, L.; HOYOS, P; AMEZQUITA, E.; MOLINA, D.L. 29. WADT, PG.S.; NOVAIS, R.F; ALVAREZ, H.H.; BRAGAN-
2004. Manejo y uso de suelos en la altillanura Co- CA, S.M. 1999. Alternativas da aplicagao do DRIS
lombiana. Anélisis econémico de una estrategia a cultura do café conilon (Coffea canepora Pierre).
para su conservacion y mejoramiento: construc- Sci. Agric. (Brazil). 56(1):83-92.

cién de una capa arable. CIAT (Cali, Colombia). 9p.
30. WADT, PG.S.; SILVA, D.J.; MAIA, C.E.; TOME JUNIOR,

25. SANCHEZ, A.A; CRUZ, J.G.; ZEREGA, L; RODRI- J.B.; COSTA PINTO, PA.; MACHADO, PL.O.A.
GUEZ, O.; DE OLIVEIRA, S.A., PEREZ VIANEL, 2007. Modelagem de fungoes no célculo dos indi-
J. 2009. Normas preliminares DRIS desarrolladas ces DRIS. Pesq. Agropec. Bras. 42(1):57-64.

para cafna de azicar a partir de un bajo nimero de
muestras. Pesq. Agropec. Bras. 44(12):1700-1706. Received: 12 October 2012
Accepted: 6 February 2013
26. SUMMER, M. 1990. Advances in the use and Appli-
cation of Plant Analysis.Com. Soil Sci. Plant Anal.
(USA). 21(13-16):1409-1430.

27. WADT, PG.S. 2005. Relationships between soil class
and nutritional status of coffee plantations. Rev.
Bras. Ciénc. Solo. 29(2):227-234.

B 120



Articulo Cientifico

Colorado, F.; Montafiez, I.; Bolafios, C.; Rey, J.: Fases desarrollo albahaca

CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE ALBAHACA
(Ocimum basilicum L.) BAJO CUBIERTA EN LA
SABANA DE BOGOTA

GROWTH AND DEVELOPMENT OF BASIL
(Ocimum basilicum L.) UNDER COVER IN THE
SABANA OF BOGOTA

Fernando Colorado’, Imelda Montariez’, Catalina Bolaros’ Jorge Rey4

" M.Sc. Profesor titular. Facultad de Ingenieria Agronémica Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales, U.D.C.A,
Bogota, fcolorad@udca.edu.co; * M.Sc. Profesora Facultad de Ingenieria Agronémica Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales U.D.C.A, Bogoté, bmontanez@udca.edu.co; ’Estudiante Ingenieria Agronémica U.D.C.A, ktkhermosa@gmail.
com; “Estudiante Ingenieria Agronémica U.D.C.A bbscolombia@gmail.com

Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 16(1): 121 - 129, 2013

RESUMEN

El desarrollo de la albahaca puede ser establecido y
cuantificado, mediante la obtencién de pardmetros de
crecimientoy con la caracterizacion de sus fases de desarrollo,
informacién Util para el manejo agronémico y comercial.
En el presente trabajo, se buscé obtener la TCR, el IAF y la
TAN de esta especie, sembrada bajo cubierta; igualmente,
determinar sus fases de desarrollo. El ensayo, se realiz6 en la
U.D.C.A, entre el 2010y el 2011, en un lote de 70m’, con la
especie Ocimum basilicum L. Se emple6 una densidad de
poblacién de 12 plantas por m®. Se midi6 altura, nimero de
hojas, area foliar y peso seco. La lectura se hizo cada cuatro
dias. El ensayo, se llevo hasta el inicio de la floracién: 61ddt.
Los pardmetros de crecimiento, se estipularon empleando
el enfoque funcional del modelo logistico, con el paquete
estadistico SAS. A partir de la informacién analizada, se
determind la eficiencia fisioldgica. Las fases de desarrollo, se
caracterizaron en el mismo periodo de tiempo y se estimaron
contabilizando los dias trascurridos entre eventos fisiol6gicos
de la planta o cambios observables en las variables de
estudio y determinando la eficiencia fisiolégica por fase.
Se establecieron tres fases de desarrollo y las tasas de
crecimiento se especificaron, obteniendo valores méaximos
de TCR de 0,1082 g g” d”, a los 5ddt; TAN de 0,0083g cm’
d’, al finalizar los 14ddt e IAF de 0,047, a los 31ddt.

Palabras clave: Eficiencia fisiologica albahaca,
condimentaria, manejo agronémico.

planta

SUMMARY

The development of basil can be established and quantified by
obtaining growth parameters and the characterization of the
developmental phases, useful information for its commercial
and agricultural management. In this paper it was sought to
obtain the TCR, the IAF and the TAN of the species, planted
under cover, also to determine their stages of development.
Theresearch was conducted inthe U.D.C.Abetween 2010 and
2011 in an area of 70m” with the species Ocimum basilicum
L. A population density of 12 plants per m* was used. Height,
number of leaves, leaf area and dry weight was measured.
The counts were made every four days. The trial was carried
up to the start of flowering: 61ddt. Growth parameters were
determined using the functional approach of the logistic
model with the SAS statistical package. From the analyzed
information the physiological efficiency was determined.
The development phases were characterized in the same
period and were estimated by counting the days elapsed
between plant physiological events or observable changes
in the variables and determining the physiological efficiency
per phase. Three phases of development were identified and
growth rates were specified, obtaining maximum TCR values
0f 0.1082g g d' at 5ddt; TAN of 0.0083g cm® d”' at the end
of the 14ddt and IAF of 0.047 at 31ddt.

Key words: Basil physiology efficiency, spice plant, agronomic
management.
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INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una de las plantas
aromaticas mas apetecidas en el ambito culinario, por tener
un sabor dulce y fragante. Para obtener hojas con altas
concentraciones de aceites esenciales, se deben colectar
poco antes de la floracién, ya que contienen una mayor
cantidad de sustancias oleosas, que determinan su aroma;
las hojas adultas, se caracterizan por tener un sabor picante
(CCl, 2007). Originaria de la India y es empleada como
especia y condimento alimentario. Existe una variedad de
hoja pequefna, denominada albahaca simplemente y otra
de hoja ancha, de mayor uso gastronémico, llamada mas
comuUnmente basilico (Berdonces, 2010). De la anterior, se
conocen la variedad genovese y el hibrido nufar, de porte
maés vigoroso y de mayor productividad que la genovese.
Puede llegar a producir entre 60 y 70t ha' de hoja en
fresco y se cultiva en los departamentos de Boyaca, Valle,
Cundinamarca y Antioquia (CCI, 2007).

El crecimiento de una planta es un incremento irreversible
de tamano, de peso seco y de cantidad de citoplasma, los
cuales, son cambios cuantitativos. El proceso de desarrollo
esté constituido por los cambios de forma, asi como por el
grado de diferenciacién y de complejidad, que alcanza cada
organismo, como son la aparicién de flores, de frutos o de
semillas.

El crecimiento es una aproximacion holistica, explicativa e
integral, para comprender la forma y las funciones de los
vegetales (Hunt, 2003). En cualquier sistema bioldgico,
el crecimiento es la consecuencia de la division celular
(incremento en nimero) y de la elongacion celular (aumento
en tamano) (Casierra & Cardozo, 2009)

Las curvas de crecimiento en los vegetales son un reflejo del
comportamiento de una planta en un ecosistema particular
con respecto al tiempo (Casierra-Posada et al. 2003). Su
elaboracién permite conocer el crecimiento de una planta,
a través del tiempo; curva que varia en funcién de variables
propias de la especie y del ambiente donde crece.

Hunt (2003) afirma que. por lo general, los anélisis de
crecimiento se hacen con materia seca y que las plantas
anuales y perennes que crecen bajo condiciones normales
han mostrado, en sus primeros estados, la misma curva
tipica de crecimiento.

Abello et al. (2006) aseveran que el crecimiento es un
proceso irreversible derivado de un aumento en el tamafo y
es el resultado de la divisién de la célula y de su elongacion.

Alrepresentar el crecimiento en funcién del tiempo, se obtiene
una curva sigmoidea, denominada curva de crecimiento. La

zona de crecimiento lento responde al proceso inicial en que
no existen muchos centros meristemaéticos y la incorporacién
de masa, a través de la fotosintesis es pequefna. A medida
que en la planta joven aumenta la masa se produce un
aumento de células meristematicos y de area fotosintética y,
por tanto, el potencial de crecimiento se hace mayor y entran
asi en la zona de crecimiento répido (Barcel6 et al. 1995).
Salisbury & Ross (1994) afirman que la curva sigmoidea
estéd representada por tres fases: logaritmica, lineal y de
senescencia.

El conocimiento de la fenologia en diferentes fechas de
siembra y en distintas condiciones agroecoldgicas constituye
uno de los aspectos agronémicos fundamentales para
el cultivo y la produccién de cualquier vegetal. El registro
de los diferentes eventos fisiolégicos que determinan las
fases fenolégicas de las plantas permiten al investigador y
productor relacionar el comportamiento del cultivo con el
clima y el manejo de las plantas (Barroso & Jerez, 2002).
Los citados investigadores, trabajando en un suelo ferrolitico
de La Habana y a diferentes épocas de siembra de albahaca
blanca caracterizaron seis fases fenoldgicas del cultivo,
desde siembra y durante 76 dias hasta la senescencia del
primer par de hojas verdaderas.

Ghatzi et al. (2012) senalan cuatro etapas de desarrollo en
albahaca trabajando en Irdn con dos variedades de la especie
(blanca y morada), diferentes arreglos de siembra y diferente
poblacién: una primera etapa, va desde siembra hasta que
la planta posee entre 4 y 6 hojas verdaderas; la segunda, se
extiende hasta floracién; la produccién de semilla caracteriza
el inicio de la tercera etapa y la madurez de la planta, la ubica
en la cuarta.

Basado en lo anterior, esta investigacion plante6 obtener la
tasa de crecimiento del cultivo (TCR), el indice de érea foliar
(IAF) y la tasa de asimilacién neta (TAN), como parémetros
de crecimiento de la albahaca (O. basilicum L.); igualmente,
caracterizar sus fases de desarrollo bajo condiciones de
invernadero, en la Sabana de Bogota.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo, se llevé a cabo en la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, en Bogota D.C, entre el
segundo semestre de 2010 y el primer semestre de 2011,
a una altitud de 2540msnm, con las siguientes condiciones
de invernadero: temperaturas minimas en las horas de la
manana, entre 2°C y 5°C; temperatura al mediodia, entre
los 25°C y los 29°C y temperaturas méximas alrededor de
las 3:00 p.m., cercanas a los 38°C. La humedad relativa
fluctuaba al mediodia, entre el 45% y 62%, llegando al 98%,
como méxima y, entre el 15% y 20%, como minima. El lote
destinado para el ensayo tuvo un area de 70m”. Para conocer
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las condiciones fisicas y quimicas del suelo, se tomé una
muestra de suelo al iniciar los ciclos de siembra; se rotulé y
se envi6 al laboratorio, para la caracterizacién de elementos
mayores y menores.

El material vegetal utilizado fue de la especie O. basilicum
L. variedad genovese. Para la siembra, se utilizé6 una plantilla
segun la especie, llegando a una densidad de poblacién de
doce plantas por m”. El ensayo se manejé agronémicamente
efectuando labores de deshierbas, riegos, aporques, segun
necesidad del cultivo; no se aplicaron sustancias organicas o
quimicas para la proteccién de cultivos. El trabajo evalto las
siguientes variables: altura de planta, nimero de hojas, area
foliar y peso seco de la planta completa.

Para tomar la informacién correspondiente de las variables
de estudio, se identificé el 20% de la poblaciéon de plantas
en campo, de forma aleatoria. La lectura de las variables a
evaluar se hizo cada cuatro dias. El ensayo, se llevd hasta
el inicio de la floracién, bajo las condiciones anteriormente
descritas: 61 dias después de transplante. El registro de
datos fue de la siguiente forma: peso seco: una vez tomado
el dato de peso fresco de la planta, el material vegetal se
deposité en bolsas de papel para ser secadas en una estufa
de 400kg de capacidad, a temperatura de 70°C, durante 48
horas. Area foliar: se determiné empleando la metodologia
del cm®, que consiste en tomar un centimetro cuadrado de
hoja, pesarlo y extrapolar al peso total de las hojas. Altura: se
midié en cm desde la base del tallo hasta su apice. Nimero
de hojas: con conteo manual de hojas verdaderas.

Como paréametros de crecimiento, se tomaron la tasa de
asimilaciéon neta (TAN), la tasa relativa de crecimiento
(TRC) y el indice de éarea foliar (IAF). Estos pardametros, se
determinaron empleando el enfoque funcional del modelo
logistico, donde la curva de crecimiento se define por la
expresion matematica:

y=a/l+ e

donde a la asintota superior, es el maximo tamano, es decir,
y=acuandot > «yy = 0cuando x - - © es la asintota
inferior y es el tiempo en que se logra la méxima tasa de
crecimiento (Flérez et al. 2006).

Con base en estos coeficientes obtenidos por el paquete
estadistico SAS, se construyé la curva de crecimiento. A
partir de la informacién analizada, se determino la eficiencia
fisiologica. Las fases de desarrollo se caracterizaron desde el
momento del transplante hasta el momento de inicio de la
floracién y se estimaron contabilizando los dias trascurridos
entre eventos fisiol6gicos de la planta o cambios observables
en las variables de estudio y determinando la eficiencia
fisiolégica por fase.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados del anélisis quimico el suelo
donde se realiz6 la investigacion es acido (pH 5,4) y presenta
valores altos en cuanto a materia organica (14,3%), fésforo
disponible (266mg kg'l), calcio (14,3cmol(+) kg'l), magnesio
(4,3cmol(+) kg™), azufre (126mg kg, hierro (149mg kg™") y
zinc (29,4mg kg''). Igualmente, la capacidad de intercambio
catiénica es alta (53,1cmol(+) kg™). En el caso del potasio
(0,33cmol(+) kg™), cobre (2,0mg kg') y boro (0,24mg kg™),
su contenido en el suelo esta en nivel medio, lo mismo que
el porcentaje de saturacion de bases (37,9%). La relacion
calcio: magnesio es 6ptima (3,32:1) y el elemento que se
encuentra bajo es el manganeso (3,6mg kg'). También se
presenta bajo el porcentaje de saturacién de aluminio (2,1%),
lo cual, es importante, dado que la toxicidad de aluminio es
el principal factor limitante del crecimiento de las plantas en
los suelos acidos (Dong et al. 2002).

El contenido alto de materia organica representa una
cualidad importante en este suelo, teniendo en cuenta que
las condiciones de temperatura bajo cubierta favorecen la
mineralizacién de la misma y, con ello, se incrementa la
disponibilidad de algunos elementos nutricionales esenciales
para el cultivo, como el nitrégeno, el fésforo y el potasio
(Matus & Maire, 2000).

Los resultados del andlisis indican que el suelo empleado en
la investigacién presenta buena disponibilidad de nutrientes
esenciales para la planta, por su buena saturacién de bases,
contenido de materia orgénica y niveles adecuados de
elementos mayores.

Materia seca: El contenido de materia seca se fue
incrementando paulatinamente hasta obtener valores
de 14,07g a los 61 dias después de trasplante (ddt),
presentdndose un comportamiento tipico en el crecimiento,
como se ilustra en la gréfica 1A, donde se observa la curva
sigmoidea La expresién matemética empleada para definir
la curva de crecimiento tuvo un buen ajuste al obtener R* de
0,99. Carranza et al. (2009) llegaron a una situacién similar
en plantas de lechuga sembradas en un suelo salino de la
Sabana de Bogota.

Area foliar: De forma similar al contenido de materia seca,
el area foliar se fue incrementando hasta obtener valores de
132,6cm” a los 61 dias después de trasplante (grafica 1B).
La tasa de crecimiento de las hojas depende de la masiva
e irreversible expansion de células jovenes, las cuales, son
producidas por la division celular en los tejidos meristemaéticos
(Carranza et al. 2009). El éarea foliar total, que ha sido
directamente relacionada con la cantidad de clorofila, es un
parametro importante para estimar la habilidad de la planta
para sintetizar materia seca (Campostrini & Yamanishi,
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2001). Se present6 una fase lenta de crecimiento de éarea
foliar, que coincide con la baja acumulacién de materia seca
en los primeros 19 dias después de trasplante (Gréficas
1A, 1B). En un trabajo en papa realizado por Aguilar et al.
(2006) en Metepec, México, midiendo crecimiento de dos
variedades, se encontré6 un comportamiento similar, donde
la etapa lenta de crecimiento duré dos semanas. La curva
descrita en la gréficas 1B obedece a un buen ajuste, obtenido
con la expresién matematica con un R® de 0,99; quiere decir
esto, que el crecimiento de la albahaca se asemeja a la curva

sigmoide, expresada mediante la ecuacién matemaética
planteada; sin embargo, es de resaltar el hecho que el
area foliar obtenida es baja si se compara con resultados
hallados en otros trabajos; es asi que Contreras & Gémez
(2008), trabajando en Honduras con tres variedades de
albahaca, nufar, genovese y aromaz, en dos sistemas de
produccioén, suelo e hidroponia, encontraron valores de area
foliar de 901,4cm’ y 2002,7cm’ para hidroponia y suelo,
respectivamente.

Materia Seca

Materia seca (gr)
-— -— N —
O N B OO KO ON O

1 5 9 14 17 21

25 29 33 37 41 45 49 53 57

61

Dias después de transplante

¢ Observado

— Estimado

MS = 17,74 / 1+ ¢010897(ddt-4363) R? = 0.99
A.
Area Foliar
140 -
120 A
& 100 -
5
— 80 -
8
S 60 -
1]
_g 40 A
20
1 5 9 14 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61
Dias después de transplante
¢ Observado — Estimado
AF = 145,3 / 140 11470dt-4302 R? = 0.99
B.

Gréfica 1. Comportamiento de la materia seca (A) y area foliar (B) de plantas de albahaca incluyendo la modelacién empleada.
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Altura y nimero de hojas: La albahaca incrementé su altura
en 35,5cm, al pasar de 2cm al momento del trasplante a
37,5cm, al finalizar el ensayo; en el mismo periodo de tiempo,
pas6 de 3 a 45 hojas (Tabla 1). Aunque estas variables no
son componentes de los pardmetros de crecimiento, si
resulta importante su cualificacion, pues son determinantes
a la hora del manejo comercial del cultivo, ya que en esta
especie se cosechan sus hojas en varios cortes. La altura de

Tabla 1. Fases de desarrollo de albahaca.

la planta tuvo un buen comportamiento para las condiciones
del trabajo, puesto que en clima célido, Ramirez et al. (2001)
reportan una altura promedio de 28,7cm trabajando con
siete variedades de albahaca, en zona cafetera colombiana.
Al respecto, Castro (2005) afirma que temperaturas entre
24°C y 30°C, durante el dia y 16°C y 20°C, en la noche,
combinados con una longitud del dia de 16h, inducen una
alta tasa de desarrollo.

Fase Altura (cm) Namero de hojas Peso (g) Area foliar (cm?) Tasas de crecimiento
DDT Variaciéon | Variacién | Variacién | Variacion | Variacion Variaciéon | Variaciéon | VarQOiacion TRC ( om? IAF
total / dia total / dia total / dia total / dia (gg'dh g )
1 /0-14 2-4,6 0,18 3-7 0,29 0,08 -0,3 0,062 2-4.8 0,2 0,1064 0,0083 | 0,0082
2 | 14-31 46-9 0,35 7-12 0,32 0,3-2,63 0,62 48 -31,1 1,64 0,092 0,0071 0,047
3 |31-61| 9-375 1,14 12-45 1,12 2,63 - 14,07 2,82 ?;)216 4,8 0,022 0,0024 0,206

Tasas de crecimiento: El crecimiento de la albahaca expresado
con las tasas de crecimiento tuvo un comportamiento tipico
en cuanto a la secuencia de eventos fisiol6gicos, dados en
las tres fases de desarrollo cualificadas, es decir, crecimiento
lento, lineal y exponencial, durante el periodo de tiempo
analizado. Las plantas manifiestan cambios en caracteristicas
de desarrollo y de estructura, debido a su exposicién en
ambientes particulares (Grime & Mackey, 2002).

Tasarelativa de crecimiento (TRC): La TRC méxima se alcanzé
en los primeros cinco dias, con 0,1082g g’1 d’, reduciéndose
a0,1064g g' d”, al finalizar el dia 14, después de trasplante
(ddt); posteriormente, entre el dia 15 y el dia 31 lleg6 a una
tasa de 0,092g g' d”, para finalizar a los 61ddt, con una
tasa de 0,022g g' d' (Tabla 1). Baracaldo et al. (2010),
trabajando con la variedad Nelson en clavel, identificaron un
comportamiento similar en esta tasa, argumentando que de
acuerdo a Brown (1984), el méximo valor ocurre al principio y
luego decrece con la importacién de asimilados a diferentes
organos de la planta. Barreiro et al. (2006) encontraron una
TCR de 0,08g g’1 d’, alos 50 dias después de siembra (dds),
para plantas de albahaca tratadas con agua en presiembra;
la tasa decrecio casi hasta Og g’1 d’l, a los 106dds.

indice de érea foliar (IAF): De lento crecimiento durante los
primeros 31ddt, la tasa alcanzé un valor de 0,047, durante
este periodo y finalizé en 0,206, a los 61 ddt (gréfica 2B). El
indice es bajo, como consecuencia de un érea foliar reducida,
que se traduce en una baja capacidad para interceptar la

radiacion solar. Maldonado & Corchuelo (1993) reportan un
IAF, de 2,88y 3,1, para las variedades cerinza y tundama de
frijol, a los 64dds; aunque Barraza et al. (2004), trabajando
con tomate, variando densidades de poblacién, hallaron
un IAF cercano al 0,5, a los 60dds y de 4,1, a los 105dds.
Los resultados anteriores para albahaca son importantes,
ya que Ruiz et al (2008), ensayando con la especie en Baja
California, México, encontraron una relacién positiva (r =
0,49), entre el IAF y el rendimiento agricola obtenido, que
decrece en la medida que el IAF sea bajo.

Tasa de asimilacién neta (TAN): El comportamiento de esta
tasa fue decreciente alo largo del periodo de tiempo evaluado,
teniendo un valor de 0,0083g cm® d”, al finalizar los 14ddt;
posteriormente, al finalizar los 31ddt presenté un valor de
0,0071g cm’ d'l, para finalizar a los 61ddt, en 0,0024g cm’®
d’' (gréfica 2C). Barreiro et al. (2006) determinaron una TAN
maxima para albahaca, a los 64dds, de 0,005g cm’ d’. La
capacidad de la planta para generar fotoasimilados estéa en
funcién del érea foliar, de la disposicién y edad de las hojas
y de los procesos de regulacién interna, relacionados con
la demanda de asimilados (Hunt, 1982); igualmente, los
autores afirman que la TAN decrece con el desarrollo del
cultivo a lo largo del ciclo de produccién. Jarma et al. (2006)
reportaron valores de TAN para estevia, cercanos a 0,001g
cm’d’, a los 60dds, con un 100% de radiacién incidente. La
respuesta en este parametro es consistente a juicio de Hunt
(1982), quien indica que esta tasa puede ser modificada
por fluctuaciones en el ambiente, durante el periodo de
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Gréfica 2. Parametros de crecimiento de la planta de albahaca. A. Tasa relativa de crecimiento (TRC); B. indice de érea foliar
(IAF); C. Tasa de asimilacién neta (TAN).
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tiempo analizado; de otra parte, Brown (1984) afirma que la
TAN decrece con la edad de la planta, resultando en bajas
eficiencias fotosintéticas. Carranza et al. (2009), encontraron
para lechuga sembrada bajo un suelo salino un valor maximo
de TAN de 0,00046¢g cm®d’, alos 24ddt, para luego empezar
a decrecer.

Fases de desarrollo: Barroso & Jerez (2002), trabajando
con diferentes fechas de siembra de albahaca en un suelo
ferrolitico de Cuba, determinaron seis fases: a) siembra, b)
emisién del primer par de hojas verdaderas, c) emisién del
primer par de ramas en las yemas laterales, d) aparicion
de la inflorescencia en el tallo central, e) aparicién de
la inflorescencia en el primer par de ramas laterales y f)
senescencia del primer par de hojas. Contreras & Gémez
(2008) sugirieron cuatro fases para su trabajo: a) adaptacion,
b) crecimiento, c) aumento de biomasa y d) producciéon
(prefloracién). La caracterizaciéon de las fases de desarrollo,
se sintetiza en la tabla 1 y se describe a continuacién.

Fase 1. Esta primera fase va desde el momento de
transplante, los 14 dias después de transplante, donde la
planta de albahaca inicia su crecimiento, acorde a la curva
sigmoide, descrita por Salisbury & Ross (1994), crecimiento
lento, constante y positivo. Los parametros de crecimiento
indicaron los siguientes valores: TRC de 0,1064g g” d”', TAN
de 0,0083g cm” d”' e IAF de 0,0082.

Fase 2. Va desde el dia 15 hasta el dia 31 después de
transplantada la planta de albahaca; se caracteriza por un
mayor crecimiento en sus variables: altura, nimero de hojas,
peso fresco y éarea foliar. Los parametros de crecimiento
indicaron los siguientes valores: TRC de 0,092g g" d”, TAN
de 0,0071g cm® d”' e IAF de 0,047. Esta fase se caracterizé
por mayores variaciones en las variables de crecimiento, con
respecto a la fase anterior.

Fase 3. La tercera fase empieza a partir del dia 31 después de
transplante y culmina bajo las condiciones del ensayo, el dia
61 después de transplante. Esta fase, se caracteriza por un
incremento importante en la altura y el nimero de hojas de
la planta, como se muestra en la tabla 1; el peso de la planta
también se incrementé de forma importante, al igual que
el area foliar. Los pardmetros de crecimiento indicaron los
siguientes valores: TRC de 0,022g g d”', TAN de 0,0024g
cm’ d”' e IAF de 0,206.

Los valores de estos parametros (TRC y TAN) indican una
mayor eficiencia fisiolégica de la planta de albahaca en la fase
uno, como se puede apreciar en la tabla 1, eficiencia que va
disminuyendo con el incremento del IAF de la planta, como se
puede observar en las gréficas 2A, 2B y 2C. Trabajo realizado
por Carranza et al. (2009) mostré resultados similares en
lechuga, en un suelo salino de la Sabana de Bogota.

El mejor desempenio fisiolégico de la planta de albahaca se
manifesté durante los primeros 14ddt, para ir decreciendo
hasta los 61ddt, como consecuencia de un crecimiento
sigmoidal caracteristico; crecimiento controlado que, en un
momento dado, puede variar por la interaccion de la planta
con el medio ambiente y por el manejo que se le de al cultivo.
Se concluye que el productor debe centrar su atencion al
cultivo durante los primeros 14ddt, periodo donde la planta
debe llegar a maximizar su crecimiento y que las practicas
agronémicas, como variedad, nutricién, despuntes y riego,
al igual que la siembra del cultivo en zonas célidas, deberian
cambiar los valores de crecimiento de la albahaca aqui
presentados.

Se determinaron tres fases de desarrollo hasta llegar a
floracién, bajo las condiciones del trabajo, caracterizadas
por cambios importantes en las variables evaluadas y en las
tasas calculadas. Estas fases deben cambiar en los valores
obtenidos en zonas célidas, como el Valle del Cauca y
Tolima, donde el ciclo del cultivo llega a los 48 — 50 dias y el
despunte que se le realiza al cultivo modifica la estructura de
la planta y la eficiencia fisiolégica de la misma; sin embargo,
la informacién aqui expresada es util, como referente para
futuras investigaciones y para el cultivador de albahaca, ya
que permite conocer el comportamiento del cultivo, a unas
condiciones dadas de manejo y de ambiente.
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