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Presentacion

La realizacién de las VIII Jornadas de Investigacion IBE’2018 se enmarca dentro del 23* aniversario de
la creacidn del Instituto de Biologia Experimental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela, las cuales se realizaron a su vez bajo el marco de las Jornadas de Investigacion y Extension de la
Facultad de Ciencias 2018, conmemorando el 60° aniversario de nuestra Facultad. Aunque de formalizacion
relativamente reciente, el IBE es hoy una institucion sélida, heredera de una amplia trayectoria cientifica
basada en esfuerzos, iniciativas y vivencias de los fundadores de la Escuela de Ciencias, quienes lograron, al
inicio del periodo democratico, su transformacién en la primera Facultad de Ciencias del pais. A la creacién
del IBE contribuy6 en forma decisiva la generacion de los pioneros que sentaron las bases para el desarrollo
de la Biologia Experimental en Venezuela.

La gradual transformacién de laboratorios en grupos de investigacién consolidados, entonces adscritos a los
departamentos de la Escuela de Biologia, abrié el camino para el establecimiento de los Centros de Botanica
Tropical (CBT) y de Biologia Celular (CBC) en 1985. La conversion de esta estructura organizativa
transitoria en otra de rango administrativo y académico superior, fue lograda a través de un largo proceso de
negociaciones que culminé cuando el Consejo Nacional de Universidades aprob6 en forma definitiva la
creacion del Instituto de Biologia Experimental, en su sesion ordinaria de fecha 24 de noviembre de 1994
(oficio CNU-SP-RI 338-94, publicado en la Gaceta Oficial Extraordinaria N° 4838, de fecha 18 de enero de
1995). Al instalarse la Asamblea de Investigadores del IBE elegimos democraticamente al Dr. Vidal
Rodriguez Lemoine como el primer Director el 2 de junio de 1995, quien fuera ratificado por el Consejo de
la Facultad de Ciencias y el Consejo Universitario. El acto académico que consagra el inicio formal de
actividades del IBE lo realizamos el 8 de julio de 1995 en el Paraninfo de la Universidad Central de
Venezuela. Al Dr. Rodriguez Lemoine le sucedieron en el cargo las doctoras Marcia Escala, Andrea
Menéndez y Maira Oropeza, quienes mantuvieron el crecimiento del Instituto de Biologia Experimental,
dejando ahora en manos del suscrito este importante legado.

En el IBE hemos hecho modestas pero significativas contribuciones al conocimiento cientifico universal,
participando muy activamente en la busqueda de soluciones a muchos problemas que son de interés
cercanos a nuestra realidad socio-econémica. Esta afirmacion tiene como base la orientacion y alcances de
la mayoria de los proyectos de investigacion que se adelantan en nuestros laboratorios, asi como en el
nimero y calidad cientifica de los trabajos originales publicados en revistas especializadas, y en la activa
participacion de eventos cientificos nacionales e internacionales. Detalles sobre cada uno de los aspectos
relativos a la organizacion y composicion académica de los laboratorios, sus proyectos de investigacion y
desarrollo, productividad cientifica y formacién de recursos humanos, estan recopilados en las ediciones
bienales de la memoria descriptiva del Instituto, de las cuales hemos publicado consecutivamente las
correspondientes a los bienios 1994-1995, 1996-1997, 1998-1999, 2000-2001, 2002-2003, 2004-2005,
2006-2007, 2008-2009, 2010-2011, 2012-2013 y 2014-2015. Este afio publicaremos la Memoria 2016-2017,
la duodécima de esta secuencia de actividades cientificas por parte de todos nuestros investigadores,
personal técnico y estudiantes de pre y postgrado. Asi mismo, la actividad académica diaria es recogida y
difundida a través de la edicion IBE Hoja Informativa, boletin del cual hemos publicado hasta la fecha 317
ndmeros.

Desde los comienzos hemos dedicado parte de nuestro esfuerzo a proyectar y difundir las actividades de
investigacion que se realizan en cada uno de los laboratorios del IBE. En 1998 realizamos exitosamente las
I Jornadas de Investigacion, denominadas Jornadas IBE 98, dirigidas a dar a conocer, en toda su extension,
la trayectoria de los grupos de investigacién integrados a los Centros de Biologia Celular y de Botéanica
Tropical. En esa oportunidad adoptamos un formato basado en la presentacion de carteles y la publicacion
simultdnea de mini-revisiones sobre las lineas de investigacion en desarrollo. A partir de ese momento
iniciamos la publicacion de la revista MIBE, Memorias del Instituto de Biologia Experimental (ISSN



1316-7550, Deposito Legal pp 19980DF268), cuyo primer volumen dedicamos por entero a las Jornadas
IBE’98.

Estamos convencidos que la iniciativa de publicar una revista con las caracteristicas de las Memorias del
Instituto de Biologia Experimental ha sido un acierto. Con su creacién no intentamos generar un medio
para soslayar institucionalmente las dificultades que pudiéramos tener los investigadores para colocar
trabajos originales en revistas del sistema internacional de publicaciones cientificas. Nuestro objetivo
primordial ha sido, y sigue siendo, la consolidacion de un 6rgano de publicacion, de alta calidad editorial y
amplia difusion local, que sea capaz de servir de vinculo con la comunidad cientifica nacional, que nos
permita tener presencia colectiva, divulgando — en conjunto — las actividades de investigacion que se
realizan en el Instituto. Asi, el volumen 1, correspondiente al afio 1998, lo dedicamos exclusivamente a las
memorias de las Primeras Jornadas de Investigacion, Jornadas IBE’98, realizadas en julio del mismo afio.
El volumen 2, correspondiente al afio 1999, recoge las memorias del Primer Simposio Venezolano de
Etnobotanica, realizado en julio de 1999, con la participacion de investigadores del IBE y de todo el pais.
Los volimenes 3, 4, 5, 6, 7 y 8 recogieron las mini-revisiones de las Jornadas de Investigacion IBE 2001,
2005, 2008, 2012, 2014 y 2016, respectivamente. Estos volimenes contienen revisiones actualizadas sobre
temas especificos que reflejan la trayectoria de los laboratorios en el periodo transcurrido entre cada jornada
y fueron publicadas en formato Unico con una extension de cuatro paginas. Para cada volumen designamos
un cuerpo de editores. Por su naturaleza y objetivos, la revista MIBE no ha estado abierta para la
publicacion de trabajos originales. A nuestro juicio, éstos deben difundirse a través de las publicaciones
especializadas o multidisciplinarias de mayor impacto y difusion internacional. Desde el afio 2016, la revista
MIBE es publicada sélo en formato digital, contando para ello con el valioso aporte de la plataforma
SaberUCV, lo cual nos ha permitido darle continuidad a este aporte de nuestro Instituto, a pesar de las
restricciones que nos ha impuesto la disponibilidad presupuestaria.

Para la realizacion de las VIII Jornadas de Investigacion IBE’2018, el Consejo Técnico decidié adoptar la
misma estructura organizativa y los objetivos establecidos para las primeras jornadas. Para llevar a cabo
nuestras jornadas, invitamos en marzo de 2018 a los profesores-investigadores y a los estudiantes de
postgrado, y solicitamos la elaboracion de revisiones actualizadas sobre el desarrollo de las lineas de
investigacion en los dltimos cuatro afios. A lo largo de este afio 2018 recibimos 29 mini-revisiones,
representativas de los 30 laboratorios adscritos al CBC y al CBT. Luego de cumplidos los requerimientos
editoriales, las revisiones fueron incorporadas en el presente volumen de las Memorias del Instituto de
Biologia Experimental (MIBE 9: 1-116. 2018). Al igual que en afios anteriores, su contenido revela la
presencia de una amplia variedad de temas de investigacion con variados niveles de desarrollo.
Encontramos lineas de investigacion con mas de veinte afios de vida ininterrumpida y, en consecuencia, con
una alta productividad. En otras areas de reciente implantacién encontramos avances importantes. Es muy
apreciable el uso cada vez mas generalizado de métodos y técnicas derivadas de la biologia molecular. Pero
es todavia mas relevante la marcada y beneficiosa tendencia a establecer vinculos reales de cooperacion
entre los laboratorios y las disciplinas cientificas que en ellos se desarrollan, y entre éstos y los de otras
instituciones nacionales o del exterior. En cada uno de los proyectos representados en las memorias se
reconoce la participacién tanto de colaboradores internos como externos. Queda asi plasmada la
participacion de un universo formado por 94 investigadores, colaboradores, contratados, estudiantes de pre y
postgrado y técnicos vinculados a proyectos realizados en el IBE.

Por ultimo, agradecemos a los miembros del Consejo Técnico, a la comision que actudé como asesora a la
edicion de este volumen, al personal secretarial de la Direccion y, sobre todo, a los investigadores que de
nuevo se sometieron a las exigencias y rigores del formato, y dedicaron tiempo para entregar los
manuscritos. Esta experiencia servira para ponderar y revisar los objetivos y alcances de los proximos
volimenes, y para mejorar su calidad editorial.

Ernesto José Gonzalez Rivas
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Caracterizacion in silico de proteasas presentes en el
exoproteoma de Leishmania mexicana

LUCINDA TAVARES', DANIELA PLASENCIA?, PEDRO J. ROMERO? Y

MARIA CAROLINA PEREZ-GORDONES?

!Laboratorio de Protedmica, Instituto De Estudios Cientifico y Tecnoldgicos IDECYT, Universidad Simén
Rodriguez. “Laboratorio de Fisiologia de Membranas, Instituto de Biologia Experimental, Facultad de
Ciencias, Universidad Central de Venezuela. Calle Suapure, Colinas de Bello Monte, Caracas-Venezuela
Correo: mariac.perez@ciens.ucv.ve

Las diferentes especies de Leishmania garantizan su supervivencia y transmision mediante la liberacion de factores
proteicos que interactian y modifican los ambientes intracelulares de sus células dianas. A estas proteinas exportadas al
exterior celular, se les conoce como exoproteoma. Actualmente, es poca la informacion sobre las proteasas presentes en el
exoproteoma que pudieran estar vinculadas con los procesos de infecciéon y mantenimiento del parasito. Trabajos previos
nos han permitido evidenciar la presencia de 10 proteasas en el exoproteoma de promastigotes de Leishmania mexicana,
de las cuales s6lo a 3 se les conocen sus funciones bioldgicas. Por tal motivo, nuestro objetivo es la caracterizacion in
silico de estas proteasas, con el fin de determinar su potencial como blanco quimioterapéutico o de uso diagndstico. Para
ello, primero comparamos el porcentaje de homologia de las proteasas de interés, previamente identificadas en la base de
datos MEROPS, con proteinas presentes en el proteoma de Homo sapiens. Posteriormente, con la ayuda de los servidores
Compute pl/Mwtool, BcPredPredictions, PredictProtein y Phyre2 analizamos las caracteristicas topoldgicas Yy
estructurales de las proteinas. Nuestros resultados identificaron a dos metalo y una cistein-proteasas, como proteinas

antigénicas con potencialidad para ser empleadas como blancos para el disefio de drogas antileishmanicidas.

Introduccion

Tripanosomatidios del género Leishmania sp., son
los agentes causales de las diferentes
manifestaciones clinicas conocidas como
leishmaniasis (8). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estima, a nivel mundial, que 12
millones de personas padecen de estas
enfermedades, con una incidencia anual de 2
millones de casos nuevos (17). A pesar de multiples
esfuerzos para el control de estas enfermedades, aun
no se cuenta con una vacuna efectiva. Los farmacos
de primera y segunda linea son muy costosos,
inducen efectos colaterales en los pacientes y se ha
reportado resistencia a éstos por parte de los
parasitos (13). Por tal motivo, una comprension
detallada de todos los aspectos involucrados en los
procesos bioldgicos del parésito, permitird formular
nuevas estrategias antiparasitarias (13).

Las diferentes formas morfologicas presentes en el
ciclo de vida de Leishmania, promastigote y
amastigote, representan una adaptacion del parasito
a las diferentes condiciones ambientales dentro de
sus dos hospedadores. Es decir, los parésitos
requieren de factores proteicos que interactuen y
modifiquen los ambientes intracelulares del
hospedador (13). Estas proteinas extracelulares,
conocidas como exoproteoma y garantes del proceso
infectivo, desempefian un papel activo en las
primeras interacciones huésped-parasito (4).

Importancia de las proteasas en el exoproteoma de

Leishmania en el proceso de interaccion parasito-

hospedador

La supervivencia de Leishmania sp. durante su ciclo
de vida, se debe a las diferentes estrategias con que
éstas cuentan para contrarrestar los mecanismos de
defensa de las células hospederas (4). Actualmente,
hay evidencias que, tanto los promastigotes como los
amastigotes, son capaces de exportar al citoplasma de
la célula huésped proteasas que modulan directamente
las diferentes rutas de sefializacion del hospedador
(10). Dentro de las proteasas identificadas en los
exoproteomas de Leishmania donovanie infantum
(13,15), se destacan: 1) La Leishmaniosina o0 GP63
(19), 2) La cistein-proteasa B (CP-B) (6), y 3) Una
serin-proteasa (2,3), todas vinculadas a procesos de
virulencia, invasion celular y la interaccion parasito-
hospedador.

Dada la importancia de las enzimas proteoliticas en

los procesos adaptativos de sobrevivencia de

Leishmania sp. (10), las proteasas exportadas se

proponen como responsables del mantenimiento del

parésito en la célula hospedera. Por tal motivo,

nuestro interés es profundizar en la identificacion y

caracterizacion de proteasas presentes en el

exoproteoma de promastigotes y amastigotes de

Leishmania mexicana, con el propoésito de establecer

diferencias entre éstas e identificar cuéles pudieran

estar relacionadas con el desarrollo y mantenimiento

del parasito.



Proteasas presentes en el exoproteoma de
Promastigotes de Leishmania mexicana

Trabajos previos realizados en el laboratorio, nos
permitieron identificar por espectrometria de masa,
124 proteinas del exoproteoma de promastigotes de
L. mexicana (11). Estas proteinas fueron clasificadas
en base a su funcion bioldgica con la ayuda del
servidor “Gene Ontology Consortium/ PANTHER”
(9). Los resultados indicaron que las proteasas
ocupan la cuarta posicién en abundancia, lo que
representa un 12%, constituido por 10 proteasas,
pertenecientes a las familias de las metalo y cistein-
proteasas. Dentro de estas 10 proteasas, se
identificaron las 3 mas estudiadas: GP63, la
Cisteinpeptidasa B y la Oligopeptidasa b (16). Sin
embargo, las funciones bioldgicas de las 7 proteasas
restantes no lograron ser identificadas por el servidor
utilizado. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo
fue el de caracterizar in silico a estas proteasas para
medir  su potencialidad  como  blancos
quimioterapéuticos y/o diagndstico.

Caracterizacion in silico de proteasas presentes en
el exoproteoma de Leishmania mexicana

Las 7 proteasas de interés, fueron primeramente
evaluadas utilizando la base de datos MEROPS (12),
con el fin de corroborar la identificacion obtenida
por el servidor “Gene Ontology” y clasificarlas entre
las diferentes familias y clanes de proteasas. Esta
base de datos también permitié conocer algunos de
los procesos bioldgicos donde estdn involucradas
estas enzimas, asi como posibles inhibidores de las
mismas. Como se puede observar en la Tabla 1, el
servidor MEROPS identifico a cada una de las
proteasas, con un 100% de homologia, con proteinas
de L. mexicana. Cinco de estas proteinas fueron
clasificadas como metalo-proteasas (M) y una como
cistein-proteasas (C). Cabe destacar, que la
proteasametil-hidroximetiltiazole (GIl: 401425479),
previamente identificada por el servidor “Gene
Ontology”, como una putativa cistein-proteasa, no
pudo ser asignada a ninguna de las familias de
proteasas descritas en el servidor MEROPS,
sugiriendo, que dicha enzima carece de dominios
clasicos para las cistein-proteasas de eucariotas
superiores.

Posteriormente, evaluamos la homologia de estas
proteasas con proteinas presentes en el proteoma de
Homo sapiens (taxid:9606) mediante un “Protein
BLAST” usando la base de datos de NCBI. Por otra
parte, también realizamos la bisqueda de dominios
caracteristicos utilizando el servidor PROSITE, para
corroborar la funcion bioldgica de estas proteasas
(14). En general, en la Tabla 2 se puede observar

que las 7 proteasas de interés presentan un bajo
porcentaje de homologia con proteinas humanas.

Tabla 1. Identificacion de proteasas del exoproteoma de
Leishmania mexicana en la base de datos MEROPS.

Proteasa Identificacion Calcificacion Proceso Inhibidor
Gl MEROPS MEROPS Bioldgico
=
§ 100% Oligopeptidasa Metalo peptidasa GO: 0006508: Protedlisis
S Putativa thimet ela’0 PEPUAIst: o). 0004222: Actividad
= Familia M3 Desconocido
g L. mexicana Clan MA(E) metalo endo-peptidasa
- GO: 000658: Protedlisis
= 50: 98-
9 100% Putativa Cistein Cistein peptidasa GO: 0004198:
] L . s Cisteinpeptidasa dep. de E-64
2 proteinasa tipo Calpaina Familia C2 e .
s o Ca* Leupeptima
T L mexicana Clan CA L .
s Actividad tipo endo-
peptidasa

100% Putativa metil-

. No hay peptidasas
hidroximeti tiazole Y pep

homologas en

monofosfato MEROPS
L. mexicana

Desconocido Desconocido

GO: 0008152 Procesos Bestatina
Metalo peptidasa  metabolicos GO: EDTA
Familia M20 0016787: Actividad Fenantrolina
hidrolasa

100% Putativa N-acyl-
amidohidrolasa
L. mexicana

. . e Metalo peptidasa
100% Putative Peptidil
o Putative Pepticl Familia Peptidil-

dII)EPl.ldﬂsa 1 dipeptidasa M3A-
L. mexicana DCP

GO: 0006508: Protedlisis
GO: 0004222: Actividad Desconocido
metalopeptidasa

Metalo peptidasa  GO: 0006508: Proteolisis

100% Peptidil dipeptidasa 3y oo Peptidil-  GO: 0008239: Actividad | Desconoeido

L. mexicana dipeptidasa M3A  dipeptidil
Metalo peptidasa ~ GO: 0006508 protedlisis = Bestatina
100% Aminopieptdasa 1 Alanina GO: 0008237 Actividad ~ Amastatina
Leishmania mexicana aminopeptiidasa  metalopeptidasa EDTA
Familia M1 Fenantrolina

G1:401415676  GI:401414979  G1:401414348  G1:401426292  GI1:401425479

Gl: nimero de identificacion del gen. GO: nimero de
identificacion “GeneOntology” de proceso bioldgico (12).

Tabla 2. Homologia de proteasas del exoproteoma de
Leishmania mexicana en con proteinas humanas.

Proteasa % Homologia
GI Con Proteinas H

GI:401423944
Metaloproteasa,
GI:401424277
Cisteinproteasa
Tipo -Calpaina
GI:401425479
Cisteinproteasa
GI:401426292
Metaloproteasa

Dominios caracteristicos

471-480 TFFHEFGHALI

34% Oligopeptidasa 1 Thimet . .. .
- Domino de unién a zine

1-303 Sitio catalitico
648-918 Sitio catalitico
3713-3989 Sitio catalitico

24% Calpaina 2

39% M26l Dj-1 No reconoce dominios

33% Hidrolasa ne No reconoce dominios

36% Peptidasa M3
28% Oligopeptidasa 1 Thimet
28% ProteinaTHOP1

463-472 TLFHEFGHGI

Domino de union a zine

GI1:401414348
Metaloproteasa

G1:401414979
Metaloproteasa
G1:401415676

Metaloproteasa

43% Dipeptidil peptidasa 3 No reconoce dominios

297-306 LICHEVSHNW

29% Aminopeptidasa . .. )
Dominio de union de zine

% Homologia con proteinas de Homo sapiens (taxid:9606) obtenido por
“Protein BLAST” ( NCBI). Busqueda de Dominios utilizando el
servidor PROSITE (14).

Con respecto a la basqueda de dominio, el servidor
PROSITE no pudo reconocer  dominios
caracteristicos de proteasas en las proteinas:
G1:401425479, G1:401426292 y Gl:401414979, a
pesar de que estas previamente habian sido
caracterizadas como posibles cistein y metalo-
proteasa, respectivamente, por el servidor “Gene



Ontology”. La baja homologia de estas proteasas
con proteinas humanas aunado a la falta de un
dominio clasico de cistein y/o metalo-proteasa,
sugiere que dichas proteinas son muy diferentes a las
reportadas en eucariotas superiores y por ende,
pueden ser consideradas como candidatas a blancos
de drogas y/o diagndstico.

GI: 401425479 Posicidn Epitope Puntaje
Cistein peptidasa 68  LPGGMPGAVHLGNSEALKKI |
PM (Da) 20670.2 pl 6.20 138 STNAVVKSENCLTSRGPGTA ~ 0.981

2 posibles epitopes

s

Hoja p
15,80%,

Expuesto

36,22%
Intermedi
16,80%
% Accesibilidad a solventes % Estructuras secundarias Estructura 3D
GI: 401426292 Posicion Epitope Puntaje
Metalo peptidasa 144 QPAEEVPPGGAKMMIEKGCM 1
63 PESNCVVADLKGGAGDGPTV  0.999
PM(Da) 438424 pl 549 ’ At )
249 TAIASSSDSYNVIPDRVTLK 0.989

172 EHIMPEEKAPTGTVLVRKGP  0.986
361  VGIGCYNPGRGCTEVNHNAK 0977
7 posibles epitopes

\

i

Estructura 3D

Expuesto
25,70%

% Accesibilidad a solventes % Estructuras secundarias

GI: 401414979 Posicion Epitope Puntaje
Metalo peptidasa 455 DPISGEPVATWYKPGDTYSS — 0.992
556 ALVRAPNPIVQITENAEEGY 0.979
271 DAHKESQREWVKDVGPTVET  0.969
156 DFPPKGLTRYYSPNVTREDA  0.948
336 QLPWGKPFEKDVFSSPDFTS  0.942

18 posibles epitopes

PM (Da) 757329 pl 347

Hoja

Expuesto
38.40%

46,70%

Interm
10,10%

Estructura 3D

% Accesibilidad a solventes % Estructuras secundarias

Fig. 1. Caracterizacion topoldgica y estructural de
proteasas presentes en el exoproteoma de Leishmania
mexicana. La figura muestra los resultados de los
servidores: A) Compute pl/Mwtool: para el calculo
tedrico de peso molecular (PM) y Punto Isoeléctrico (PI)
(1). B) BcPredPredictions: para la prediccion de epitopes
lineales de células B. Los valores puntaje de probabilidad
van de 0 a 1, siendo 1 el valor de mas alta probabilidad
(5). C) PredictProtein: para la prediccion de estructuras
secundarias, asi como la accesibilidad del péptido a
solventes (18), y D) Phyre2 para el modelaje
tridimensional de las proteina (7).

Para profundizar en el estudio de estas 3 proteinas,
carentes de dominios clasicos de proteasas,
procedimos a caracterizarlas  topoldgica vy
estructuralmente, con el fin de buscar posibles
regiones expuestas que pudieran tener propiedades
antigénicas. Para ello, utilizamos el servidor
“BcPredPredictions”, el cual predice epitopes
lineales para células B (5).

Como se puede observar en la Fig. 1, las proteasas
estudiadas presentan una gran proporcion de
residuos aminoacidicos expuestos 0 con gran
accesibilidad a solventes. Esta condicion aumenta la
probabilidad de que estas proteinas posean dominios
potencialmente antigénicos o inmunogénicos, hecho
que se pudo corroborar con el servidor
“BcPredPredictions” (Fig. 1). Las tres proteinas
estudiadas presentan regiones o dominios con alta
probabilidad de ser epitopes lineales para células B.
Por otra parte, en la Fig. 1, se puede observar la
estructura 3D de los péptidos predicha por el
servidor Phyre2 (7). Las estructuras obtenidas son
acordes con los porcentajes de estructura secundaria
previstos con el servidor PredictProtein (18).

En conclusion, estos resultados permiten sugerir a
las proteasas  Gl:401425479, GIl:401426292 vy
Gl:401414979 en base a sus caracteristicas, como
los mejores candidatos a blancos
guimioterapéuticos, antigénicos e inmunogénicos.
Sin embargo, para ello, éstas deben ser estudiadas a
mayor profundidad a fin de comprobar su
importancia en el mantenimiento y sobrevivencia del
parésito.
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La Ca®*-ATPasa de membrana plasmatica (PMCA), es una enzima clave en la homeostasis intracelular de Ca®*. Esta ha
sido descrita en todos los eucariotas estudiados, presenta propiedades estructurales-funcionales que la diferencian de las
deméas ATPasa. Evidencias bioquimicas-inmunoldgicas han permitido identificar a la PMCA en diferentes
Tripanosomatidios; éstas presentan caracteristicas similares a las de mamiferos, entre ellas su modulacion por calmodulina
(CaM). Sin embargo, las secuencias reportadas carecen del dominio clasico de unién a CaM, generando una controversia
sobre su posible interaccion. Estudios previos, nos permitieron evidenciar en la membrana plasmatica de Trypanosoma
equiperdum, una proteina de 120 kDa con actividad Ca?*-ATPasa, modulada por CaM, la cual también carece de un
dominio clasico de unién a CaM. Sin embargo, anélisis in silico nos permitieron proponer una secuencia de 28 residuos
aminoacidicos, localizada en el extremo C-terminal como posible regién de unién a CaM. En base a estos resultados, el
objetivo del presente trabajo fue determinar, mediante estudios bioquimicos y moleculares, a esta region como la
responsable de la interaccion CaM-PMCA. Para ello, expresamos una proteina recombinante, contentiva de la region
propuesta, asi como péptidos sintéticos contentivos de motivos de union a la proteina con la finalidad de evaluar su

funcionalidad.

Introduccion

La Ca*-ATPasa de membrana plasmatica (PMCA)
es una enzima clave en la homeostasis intracelular
de Ca®*. Esta ha sido descrita en todas las células
eucariotas  superiores  estudiadas, presentando
propiedades estructurales y funcionales que la
diferencian de las demas ATPasa (4). El principal
modulador proteico de la PMCA es la CaM, proteina
enlazadora de Ca?*, altamente conservada y presente
en todas las células eucariotas. Su estructura
terciaria esta constituida por dos regiones globulares
en los extremos C y N-terminal, unidos por una
larga o hélice flexible. La unién de Ca* a esta
proteina induce cambios conformacionales que
exponen en la proteina dominios hidrofdébicos que le
permite unirse a sus proteinas dianas (11).

Generalmente, la CaM se une a la PMCA en el
extremo C-terminal de la enzima, en un dominio que
se caracteriza por presentar una estructura helicoidal
anfipatica de 20 residuos, la cual contiene
aminoacidos cargados positivamente intercalados
entre residuos hidrofébicos (12). Los dos I6bulos de
esta proteina se envuelven alrededor de este motivo,
encerrandolo en un canal hidrofébico (12). La
region CaM que conecta ambos I6bulos actia como
una bisagra flexible, conformacién que le permite

interaccionar con residuos aminoacidicos
hidrofébicos o anclas separados por un numero
variable de residuos. En general, no hay una
secuencia consenso definida de los sitios de union a
CaM. La gran flexibilidad estructural de CaM, le
permite unirse a una amplia gama de motivos
conocidos como: 1-10, 1-14, 1-16 y 1-18, entre
otros, donde los nimeros referidos representan la
posicion de las anclas y la cantidad de residuos entre
éstas (11).

Evidencias de la presencia de Ca’"-ATPasa de
membrana plasmatica en Tripanosomatidios

Estrategias  bioguimicas e inmunoldgicas han
permitido evidenciar proteinas tipo PMCA en
Tripanosomatidios (1,5). Sin embargo, pese a las
similitudes estructurales y funcionales, a nivel
molecular se ha descrito la ausencia de secuencias
clésicas de union a CaM en las PMCA de estos
parésitos (7), sugiriendo la posibilidad de la
existencia de dominios de union no clasico o formas
alternativas de modulacion de esta proteina sobre las
PMCAs (5,8). La mayoria de los trabajos que
estudian el dominio de unién a CaM en la PMCA se
han realizado empleando la isoforma PMCA4b de
humanos, siendo escasos los estudios de union de
otras especies incluyendo a los Tripanosomatidios.



Por lo tanto, surge la necesidad de continuar con
estudios que permitan profundizar sobre los
mecanismos involucrados en la regulacion del Ca®* en
estos parasitos.

Evidencias de la presencia de una Ca’*-ATPasa de
membrana plasmatica en T. equiperdum

Trabajos previos, empleando fracciones enriquecidas
de membrana plasmatica de T. equiperdum (FMPTe)
permitieron: 1) ldentificar una banda de 120 kDa
utilizando el anticuerpo monoclonal 5F10, el cual
reconoce una secuencia conservada en las isoformas
de PMCALl-4 de humanos. 2) Determinar la
presencia de una actividad ATPasa dependiente de
Ca*" y modulada por CaM, empleando el método de
Fiske y Subarrow (6), obteniéndose valores Vmax y
Km en ausencia y presencia de CaM bovina de 8,2
nmoles Pi/mg proteina X min 'y 0,35 uM y de 13,24
nmoles Pi/mg proteina x min y 0,18 uM,
respectivamente. Por otra parte, cabe destacar que en
presencia de CaM de Trypanosoma cruzi (CaMTc),
se observé un aumento significativo de la Vmax y
disminucién del Km con respecto a la modulacién
inducida por la bovina (Vmax de 15,47 nmoles
Pi/mg proteina x min, Km 0,17 upuM). 3) La
purificacion de una proteina de 120 kDa, a partir de
la FMPTe mediante una cromatografia de afinidad
empleando una columna de CaM-sefarosa. 4) El
marcaje con CaM-Biotinilada de una banda de igual
masa molecularen la FMPTe (10).

Por otra parte, el elevado porcentaje de identidad
(>95 %) entre las secuencias de las PMCAs de los
Tripanosomatidios del subgénero Trypanozoon,
permitid disefiar cebadores sobre la secuencia de una
putativa PMCA de T. brucei, los cuales amplificaron
en T. equiperdum una secuencia cuya traduccion
aminoacidica predice una proteina de 1.080
residuos, con un peso molecular tedrico de 118,9
kDa. Un andlisis in silico permitié determinar la
presencia de los dominios caracteristicos de las Ca?*-
ATPasa sobre la secuencia obtenida, la presencia de
10 dominios transmembrana y de los dominios
clasicos de activacion (A), fosforilacion (P) y de
unién a nucleétidos (N), asi como los dominios de
unién a Ca?, permitiendo con ello identificar una
Ca**-ATPasa tipo PMCA en T. equiperdum
(TePMCA) (10).

El posterior analisis del dominio C-terminal de esta
secuencia con el del servidor Calmodulation
Database Meta-Analysis Target Site Predictor
(CDMAP) (9), nos permitié sugerir una region de 28
residuos aminoacidicos con una alta densidad de
posibles motivos de unién a CaM, especificamente

entre los residuos Rgi3-Digs, de la enzima. Por lo
tanto y con base a las evidencias descritas, el
objetivo de este estudio fue determinar la region de
unién a CaM en la TePMCA.

Obtencion del dominio C-terminal recombinante de
la TePMCA (P14) y la evaluacion mediante ensayos
de competencia de su capacidad de interaccion con
CaM

La identificacion de una regién de unién a CaM por
el servidor CDMAP en la TePMCA, condujo al
disefio de péptidos sintéticos, cuyas secuencias
albergan los motivos potenciales de union a ésta
predichos in silico, asi como a la expresion de la
proteina recombinante P14, la cual contiene la
region en estudio. La P14 y los péptidos PEP1 y
PEP3, se utilizaron en pruebas bioquimicas de
competencia para evaluar su capacidad de secuestro
de CaM. Igualmente, con el propoésito de estudiar la
participacion de los residuos anclas L, W y F, se
disefiaron péptidos modificados, PEP2 y PEP4, en
los cuales las anclas fueron sustituidas por el
aminodcido polar S.

Tabla 1. Efecto de la P14 y los péptidos sintéticos sobre la
estimulacion por CaM de la actividad Ca*-ATPasa de la
TePMCA.

[ubibidar Actividad Ca*"-ATPasa (P mEg proteina X mim)

uM]

”Cl:;”ﬂ"c" P14 PEPL PEP2 PEP3 PEP4
i} 4274+136 4161 +2353 4033 +32 4134+32 4220+ 272
100 4273 +294 392+2893
150 4112201 35732273
200 204£27  3963:283 403423 313:179  4161:292
ana 377429 272228
400 3521+3 25.6+2.94
800 0+22 31,1+277 42464284 1937+268  40.12+291
Sin CaMTc, actividad Ca®*-ATPasa basal 19.73 +2323
Se los valores dia de & 1 ind, d parn cada dicidn, junio

con la desviaciém estindar asociada.

La capacidad de secuestro de CaMTc por P14, fue
evaluada en ensayos de competencia empleando
diferentes  concentraciones de la  proteina
recombinante. Este ensayo fue llevado a cabo
empleando el método de determinacion de Pi
descrito por Cariani y col. (3). Los resultados se
muestran en la Tabla 1, donde se observa una
disminucion de la estimulacion de la actividad por
CaMTc dependiente de la concentracion de P14. A
una concentracién de 200 nM de P14, la actividad se
reduce a 29,9nmoles Pi/mg proteina x min, y al
incrementarla a 800 nM, se elimina por completo la
estimulacion por CaMTc, retornando al nivel basal
de la enzima. Es importante sefialar que la presencia
de P14 no afecta la actividad basal de la bomba,



indicando su efecto especifico sobre la CaMTc.
Estos resultados confirman la localizacion del
dominio de union a la proteina en la region C-
terminal de la TePMCA, representada por P14.

En la Tabla 1, también se puede observar el efecto
de los diferentes péptidos sintéticos sobre la
estimulacion de la PMCA por CaMTc. PEP3 inhibe
la estimulacion por CaMTc a bajas concentraciones
(150nM), reduciendo significativamente los valores
de actividad de 42 a 35,73 nmoles Pi/mg proteina x
min. La capacidad de inhibicion de PEP3 se
incrementa a medida que aumenta su concentracion,
presentando un 1Cs, 213,6 nM. Por su parte, PEP1
genera una menor inhibicién, con un 1Csy de 798,2
nM. En cambio, los péptidos modificados, PEP2 y
PEP4, no afectaron la actividad basal de la enzima,
indicando la importancia de los residuos anclas
hidrofébicos en la interaccion PMCA-CaM.

A -] c
-PEP PEP1 PEP1 PEP2 PEP3 PEP4

[PEPuM] 125 625 125 125 125 125 125 125 625 125 125 125 125

— - - 4 N

Fig. 1. Andlisis de la interaccion CaM-péptidos sintéticos
mediante electroforesis nativa. Incubacion de CaM (12,5 uM) en
presencia (5 mM) o ausencia (EGTA 5 mM) de Ca®, con
diferentes concentraciones (12,5 — 125 puM) de los péptidos
sintéticos. Paneles: A) CaM sin péptidos. B) CaM + PEP1/2. C)
CaM + PEP3/4. Revelados mediante tincion con: 3-5) platay 1,
2y 6-15) azul de Coomassie.

Posteriormente, analizamos la interaccion CaM-
péptido por electroforesis en condiciones nativas. En
el panel A de la Fig. 1, se puede observar la
diferencia entre la movilidad electroforética de la
proteina en presencia y ausencia de Ca®*, siendo
menor en ausencia de Ca®". En el panel B de la
figura, se observa la interaccion CaMTc-PEP1, bajo
diferentes condiciones. La interaccion se revela
como multiples bandas distribuidas a lo largo del
carril, indicando la formacion de complejos poco
estables. En el caso del complejo CaMTc-PEP2, no
se observan modificaciones en el patron
electroforético de la CaM, indicando la importancia
de los residuos anclas en la interaccion.
Adicionalmente, en el panel C se observa una
disminucion en la migracion de CaM producto de su
interaccion con PEP3, indicando la formacion de
complejos CaM-PEP3 estable. Nuevamente, este
patron de electroforesis cambia de forma dréstica al
modificar los residuos anclas en el caso de PEP4,
donde solo se observa una banda difusa.

Anélisis in silico de la interaccion CaMTc con
PEP3

Los ensayos de competencia y union a CaM
empleando péptidos sintéticos, permitieron delimitar
el dominio de unién a CaM de la TePMCA a la
secuencia representada por el PEP3, secuencia que
cumple con todas las caracteristicas clasicas para un
dominio de unién a CaM, como son: carga neta
positiva (+6), tendencia a formar una estructura
helicoidal y la presencia de residuos hidrofilicos e
hidrofébicos distribuidos a lo largo de la estructura.

Para corroborar la interaccion de CaM con TePMCA
y estudiar la participacion de residuos anclas, se
realiz6 el acoplamiento CaMTc-PEP3 usando el
servidor web CABS-DOCK (2). La Fig. 2 muestra el
acoplamiento CaMTc-PEP3, el cual presenta las
tipicas caracteristicas de una estructura CaM-
péptido, como son: una conformacién globular, una
unién antiparalela y una estructura helicoidal
adoptada por el péptido, con las anclas aromaticas
Wigze, Lioaz, Fios6 Y Wioeo COMpletamente inmersas
en los I6bulos del receptor C y N, respectivamente.
El valor calculado de la desviacion media cuadratica
de la raiz (RMSD) del ligando fue de 2,5 A y la
energia de solvatacion obtenida, posterior a la
formacion de la estructura, fue de -28 kcal/mol.
Estos valores indican la formacion de un complejo
estable con alta probabilidad de union entre el
ligando (PEP3) y el receptor (CaMTc).

Fig. 2. Analisis in silico de la unién de CaMTc al PEP3. Vista
frontal (arriba) y lateral (abajo) del acoplamiento molecular
CaMTc-PEP3. H1-H8 indican las a-hélices de la CaM vy las
cadenas laterales de los residuos Wigzg, Lios2, Fioss Y Wigeo
anclas.



Estos resultados confirman que la secuencia
contentiva en el PEP3,
S105sRWRRLQAEHVKKPRVVNAFRRAWTD1¢62, presente en
el extremo C-terminal de la enzima, representa el
dominio de uni6n a CaM en la TePMCA. Esta
region alberga las anclas hidrofébicas Wigs, Lis,
Fiosey Wigeo Presentando un motivo de union a CaM
del tipo 1-4-18-22.
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El mecanismo de accion de la miltefosina sobre
Leishmania donovani implica el deterioro de la funcion
de los acidocalcisomas y la activacion del canal de Ca**
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Leishmania donovani es el causante de la leishmaniasis visceral. La miltefosina es la Unica droga oral para tratar las
infecciones causadas por L. donovani. Sin embargo, su mecanismo de accion no se comprende bien. La interrupcion de
la homeostasis intracelular del Ca®* representa un blanco potencialmente importante para la accién de diferentes
farmacos en tripanosométidos. En esgte sentido hemos descrito un canal de Ca®* en la membrana plasmatica en L.
mexicana, que es similar al canal de Ca?* (VGCC) controlado por voltaje de tipo L presente en humanos.
Notablemente, el canal de Ca?" del parasito se activa con la esfingosina, mientras que el VGCC de tipo L no se ve
afectado por este esfingolipido. Demostramos que la miltefosina es capaz de activar el canal de Ca®* de la membrana
plasmética de L. donovani. También mostramos que la miltefosina es capaz de afectar fuertemente a los
acidocalcisomes de L. donovani, lo que induce la rapida alcalinizacion de estos organulos. Simultdneamente afecta el
potencial electroquimico mitocondrial de parésito. En conclusion, demostramos dos nuevos mecanismos de accion de

la miltefosina en L. donovani, ambos relacionados con la interrupcién de la homeostasis del parésito Ca®".

Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad tropical
parasitaria desatendida que afecta a millones de
personas en todo el mundo. Las estimaciones actuales
indican que de 0,2 a 0,4 millones de personas se ven
afectadas por la leishmaniasis visceral (LV), que es la
forma clinica mas grave de la enfermedad, ya que
lleva al paciente a la muerte si no se trata. Sus agentes
etiologicos son Leishmania infantum (en las
Américas) y Leishmania donovani (Asia, Medio
Oriente y Africa) (14). Los tratamientos clasicos
contra la leishmaniasis incluyen antimoniales
pentavalentes (Glucantime y Pentostan), que
presentan serias desventajas como eficacia limitada,
administracion parenteral y efectos secundarios
marcados. Mas recientemente, se ha demostrado que
la anfotericina B administrada en el complejo
liposomal es muy eficiente (9). Un compuesto similar
derivado de la fosfocolina, la miltefosina, ha
demostrado una gran eficacia contra L. donovani y
otros tripanosoméatidos como T. cruzi y T. brucei
(7,8).

Ademds, la miltefosina ha mostrado un efecto
sinérgico con varios farmacos, entre otros, con

amiodarona en L. mexicana (16). A pesar de sus
efectos secundarios como inductor de resistencia y
accion teratogénica, es Unico tratamiento oral para la
LV (1,17). Con respecto al mecanismo de accién de
la miltefosina, la droga produjo un efecto marcado en
la composicion de fosfolipidos de tripanosomatidos,
afectando la sintesis de fosfatidilcolina al inhibir la
fosfatidiletanolamina N-metil-transferasa (18). La
miltefosina mostré una reduccién de la concentracion
de fosfatidilcolina en T. cruzi. Sorprendentemente, se
ha afirmado que la miltefosina inhibe la biosintesis de
fosfatidilcolina en T. cruzi con 10 a 20 veces mas
potencia, en comparacién con las células de
mamiferos (10), lo que explicaria su alta selectividad
como farmaco antiparasitario. EI mismo mecanismo
se ha descrito también en L. donovani (13).

Trabajos previos demuestran que la miltefosina causa
una disminucién en la tasa de consumo de oxigeno y
los niveles de ATP en L. donovani, a través de la

inhibicion del mitocondrial citocromo C oxidasa (11).

Con respecto a la sefializacion de Ca*, se sabe que
los mecanismos implicados en su regulacion en
tripanosomatidos constituyen un blanco para agentes
quimioterapéuticos como la amiodarona y la
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dronedarona en T. cruzi y L. mexicana (2,3,5,6,15) a
través de su accidn sobre dos organelos que funcionan
como como reservorios de Ca*", la mitocondria y los
acidocalcisomas. En L. mexicana (4) hemos descrito
un homoélogo del canal de Ca** de la membrana
plasmética al canal de Ca®* regulado por voltaje tipo
L humano (VGCC). Este canal comparte muchas
caracteristicas con su homologo humano, como
antagonismo de los bloqueadores de canales humanos
(nifedipina, verapamil). Sin embargo, es estimulado
por esfingosina, mientras que el VGCC no (4). En el
presente trabajo mostramos nuevos mecanismos de
accion de la miltefosina, lo que demuestra que este
farmaco puede activar un canal de Ca** en la
membrana plasmatica de L. donovani. Aunque la
miltefosina simuld el efecto de la esfingosina, la
activacion del canal del paréasito con este farmaco no
se bloqueé completamente con las dihidropiridinas,
como la nifedipina.

Efecto de la miltefosina sobre la concentracion
intracelular de Ca?" de los promastigotes de L.
donovani

Se puede observar (Fig. 1) que la adicion de
miltefosina (4 uM) indujo un gran aumento en el
[Ca®'];. Utilizamos esta concentracién porque, segin
una curva de dosis-respuesta, se ha demostrado
anteriormente que a 4 UM de miltefosina ejerce su
efecto maximo sobre la magnitud del aumento de
[Ca*]; en L. mexicana (13). La adicion de esfingosina
(10 uM), que a esta concentracion se sabe gque activa
de manera dptima el canal de la membrana plasmatica
de Ca” en L. mexicana (4), no mostré ningin efecto
adicional.
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Fig. 1. Efecto de la miltefosina y la esfingosina sobre la
concentracion intracelular de Ca2" de los promastigotes de
L. donovani. Los promastigotes se cargaron con Fura 2. (A)
Se afiadié miltefosina (4 pM) (flecha) en presencia de 2
mM de Ca?" extracelular, seguido de la adicion de
esfingosina (10 pM). (B) Se afiadid esfingosina (10 pM),
seguido de miltefosina (4 uM).
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Se observd (Fig. 2A) que la nifedipina bloquea
parcialmente el efecto generado por la miltefosina,
mientras que este bloqueador de canal produjo el
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bloqueo total de la accion de la esfingosina (Fig. 2B),
como se reportd en L. mexicana (4).

La adicion de la digitonina, que rompe la barrera de
permeabilidad de la membrana plasmatica, indujo un
aumento adicional en la sefial de Ca** que alcanzo el
nivel maximo de fluorescencia. La adicion posterior
de EGTA, para quelar todo el Ca®" extracelular, hizo
que la sefial de fluorescencia alcanzara el nivel mas
bajo. Estos resultados sugieren que el mecanismo de
accion de la miltefosina es similar, pero no idéntico al
de la esfingosina. Luego determinamos el efecto de la
miltefosina en ausencia de Ca*" extracelular. La Fig.
2C muestra que la adicion del farmaco, en lugar de
inducir un aumento en el [Ca®];, lo redujo, muy por
debajo del nivel basal. Esto se debe a la presencia de
EGTA, que quela todo el Ca** extracelular y obliga al
Ca®* basal intracelular a dejar el citoplasma hacia el
medio exterior.

Se determind el efecto de la miltefosina después de la
adicion de nifedipina, y en ausencia de Ca®
extracelular,  (Fig. 3D). De acuerdo con los
resultados obtenidos en las Figs. 3A y 3B, la
liberacion de Ca?" intracelular obtenida después de la
adicion de miltefosina en presencia del bloqueador
fue menor, en comparacién con la droga sola (Fig.
3C), indicando un bloqueo parcial del canal y
confirmando  que nifedipina  no  bloquea
completamente el efecto de activacion ejercido por la
miltefosina en este canal.

Efecto de la miltefosina en la mitocondria y los
acidocalcisomas de L. donovani

Luego, estudiamos el efecto de la miltefosina en un
compartimiento muy relevante, también asociado con
la regulacion intracelular de Ca®* e involucrado en la
bioenergética de estos parasitos en L. donovani, el
acidocalcisoma (4), mediante el uso de naranja de
acridina, la cual se acumula en los compartimientos
acidicos. La Fig. 3A muestra que la adicion de
miltefosina a los promastigotes cargados con el
indicador fluorescente, produjo un gran aumento en la
fluorescencia debido a la liberacion del fluoréforo,
después de su alcalinizacién por accién del farmaco.
La adicién ulterior de nigericina, un conocido
intercambiador de K*/H" y, por lo tanto, un inductor
de la alcalinizacion de estos organelos produjo un
incremento adicional en la fluorescencia. Esto podria
significar que la miltefosina no fue capaz de
alcalinizar completamente a los acidocalcisomas o
implicaria la existencia en el parasito de otros
compartimentos acidicos afectados por esta droga. En
la Fig. 3B realizamos el mismo experimento, pero
invertimos el orden de adicion de los efectores,



observandose que la nigericina alcaliniza a los
acidocalcisomas.
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Fig. 2. Efecto de la nifedipina sobre la accién de la
miltefosina sobre la concentracion intracelular de Ca?* de
los promastigotes de L. donovani. A) Linea negra: efecto
de la miltefosina (4 uM) en presencia de CaCl, extracelular
(2 mM), seguida de digitonina (40 uM) y EGTA (flechas),
respectivamente. Linea gris: Efecto de nifedipina (4 pM),
seguida de miltefosina (4 pM) en presencia de 2 mM de
Ca?* extracelular, seguida de digitonina (40 uM) y EGTA.
B) Efecto de la nifedipina seguida de esfingosina,
miltefosina, digitonina y EGTA (flechas). C) Efecto de la
miltefosina en ausencia de Ca?* extracelular. Se afadio
EGTA para quelar cualquier Ca?* (flecha) extracelular
contaminante, seguido de miltefosina (4 puM), CaCl, (2
mM), digitonina y EGTA, respectivamente. D) Efecto de la
miltefosina después de la adicion de nifedipina en ausencia
de Ca2* extracelular.

Con respecto a la presencia de un homologo activado
por esfingosina del VGCC humano de tipo L en L.
donovani, hemos demostrado que éste existe tanto en
L. mexicana (4) como en L. donovani (12). La
secuencia completa del gen para el canal de L.
mexicana es 94% similar a la secuencia de L.
donovani (4,12). Esta alta homologia explica las
similitudes obtenidas con respecto a la apertura del
canal por la esfingosina, asi como la activacion de
Bay K 8644 y el antagonismo de la nifedipina.

Con respecto a la presencia de un homoélogo del
VGCC humano tipo L en L. donovani, hemos
demostrado que éste existe tanto en L. mexicana (4)
como en L. donovani (12). La secuencia completa del

gen para el canal de L. mexicana es 94% similar a la
secuencia de L. donovani (4,12). Esta alta homologia
explica la similitud obtenidas durante este trabajo con
respecto a la apertura del canal por la esfingosina, asi
como la activacion de Bay K 8644 y el antagonismo
de la nifedipina.
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Fig. 3. Efecto de la miltefosina en acidocalcisomas en
promastigotes de L. donovani. Los parasitos se cargaron
con naranja de acridina (2 mM). La longitud de onda de
excitacion fue de 488 nm y la emision fue de 530 nm. A)
Se agregd miltefosina (4 uM) (flecha) directamente a la
cubeta con promastigotes cargados con naranja de acridina,
seguido de la adicién de nigericina (2 uM). B) Se afiadi6
nigericina (flecha) seguido de miltefosina en ausencia de
Ca’* extracelular.
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En conclusion, los resultados demuestran un doble
efecto de la miltefosina sobre L. donovani: la apertura
del canal de Ca** de la membrana plasmatica y un
efecto directo sobre los acidocalcisomas, que en
combinacion producirian una gran acumulacion de
Ca* intracelular, conllevando a la muerte de parasito.
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Los parasitos Trypanosoma cruzi y Leishmania sp. causantes del mal de Chagas y la leishmaniasis, respectivamente,
actualmente representan un problema de salud publica a nivel mundial. Las drogas actualmente disponibles para estas
enfermedades, presentan muchos efectos secundarios y en el caso del mal de chagas son inefectivas en la fase crénica.
Hemos demostrado que la amiodarona, un anti-arritmico de uso frecuente, posee una alta efectividad sobre T. cruzi y
sobre L. mexicana, especialmente si se combina con la miltefosina, droga de uso actual contra la leishmaniasis.
El mecanismo de accién es a través de la desestabilizacion de la homedstasis intracelular del Ca*?. En los
tripanosomatidios, dos organelos contribuyen con la requlacion del Ca?* intracelular: un Gnico y gran mitocondrién v los
acidocalcisomas. Recientemente, se sintetizé un benzofurano (AMIODER) basado en la estructura de esta droga. Hemos
demostrado que el AMIODER presenta capacidad parasiticida, tanto sobre T. cruzi como L. donovani, siendo el
mecanismo de accién de esta droga para ambos parasitos la alteracion de la homeostasis intracelular de Ca*? producto de
su liberacién desde la mitocondria y los acidocalcisomas. Ademas, se determind que el efecto del AMIODER es diez
veces mayor sobre L. donovani que sobre T. cruzi en amastigotes.

Introduccion

Los parasitos Trypanosoma cruzi y Leishmania sp.
generan el mal de Chagas y la leishmaniasis,
respectivamente, las cuales actualmente representan
un grave problema de salud publica a nivel mundial
(12) y afectan principalmente a las poblaciones mas
pobres del mundo. La leishmaniasis es transmitida al
ser humano por la picadura de insectos dipteros del
género Phlebotomus sp. o Lutzomya sp. (4), mientras
que T. cruzi es transmitida por insectos hematéfagos
infectados, conocidos como “Chipos”. En ambos
casos, pero con menos frecuencia, son transmitidas
de manera congénita y parenteral (transfusion de
sangre, jeringas compartidas y accidentes de
laboratorio (10).

Leishmania sp. posee caracteristicas morfologicas y
moleculares diferentes, segun sea el hospedador, la
forma de promastigote movil, el cual posee un
flagelo libre que se situa por delante del kinetoplasto
(estructura constituida de ADN y presente en la
mitocondria del parésito) y su forma amastigote de
localizacion intracelular (1), mientras que T. cruzi
posee 3 estadios durante su ciclo de vida que
difieren desde el punto de vista morfolégico,
metabdlico y molecular. Los epimastigotes y
amastigotes intracelulares son las  formas
proliferativas mientras que los tripomastigotes no
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son proliferativos. Cabe destacar que el estadio
amastigote es la forma clinicamente relevante de
ambos parésitos, debido a que es el causante directo
de todos los sintomas de estas enfermedades, por lo
que cualquier quimioterapia alternativa contra la
leishmaniasis o tripanosomiasis se basa en la
eliminacion de este estadio del parasito (4). La
amplia variedad de Leishmania spp. responsable de
la leishmaniasis, combinada con la respuesta
inmunitaria del hospedador, resulta en un amplio
espectro de  manifestaciones clinicas  (15):
leishmaniasis cutanea (localizada o difusa),
leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis visceral,
siendo esta Gltima la que causa mayor mortalidad en
humanos y sus agentes etiologicos principales son
Leishmania donovani en el viejo mundo vy
Leishmania infantum en el nuevo mundo.

El Ca*" ha sido ampliamente reconocido como un
mensajero esencial en todos los eucariotas, desde
protozoarios hasta mamiferos (4). Estos ultimos son
capaces de mantener una concentracion citosolica de
Ca®* libre muy reducida (alrededor de 100 nM) en
presencia de una concentracion extracelular de Ca**
mucho mayor (1-2 mM). Este hecho implica la
presencia de diferentes mecanismos de transporte
que permitan mantener dicho gradiente de
concentracién, algunos de ellos localizados en


mailto:gbenaim@

organelos intracelulares y otros en la membrana
plasmatica (2). En los tripanosomatidios tres
organelos contribuyen con la regulacion del Ca®*
intracelular: un gran mitocondrién, capaz de
acumular grandes cantidades de Ca®, siendo la
fuerza que dirige la acumulacién de este cation el
gradiente electroquimico de H* a través de la
membrana mitocondrial interna (3), el reticulo
endoplasmatico y los acidocalcisomas (8), asociados
a la bioenergética del parasito, ya que constituye un
depésito de polifosfatos y pirofosfatos. Estos Gltimos
son una fuente alternativa de energia al ATP en estos
parésitos. En los acidocalcisomas se acumulan
grandes cantidades de Ca** (4). La alteracion de la
homeostasis del Ca®* en cualquier célula, tiene
efectos letales que conducen a la muerte celular
mediante apoptosis o0 necrosis (16), por lo que dicha
alteracion de la homeostasis del Ca”" intracelular en
estos parasitos podria ser una estrategia prometedora
como blanco de nuevas drogas (4). Una de las
estrategias de investigacion para el desarrollo de
drogas involucra la sintesis de compuestos de novo,
con base en las estructuras quimicas de diversos
agentes que han mostrado especificidad contra
blancos en microorganismos de interés clinico.

En 2009 reportamos que la amiodarona, un
antiarritmico  ampliamente  utilizado para el
tratamiento de pacientes con mal de Chagas que
presentan cardiomiopatia chagasica, tiene efecto
tripanocida a través de la alteracion de la
homeostasis del Ca** intracelular en promastigotes y
amastigotes intracelulares de L. mexicana, como
consecuencia de la liberacion de este cation de la
mitocondria y de los acidocalcisomas (14). Ademas,
la amiodarona demostré un efecto sinergistico con
miltefosina sobre L. mexicana (13). Sin embargo, la
presencia de un 2,5-diiodofenil en su estructura, la
cual ha estado asociada con efectos secundarios no
deseados relacionados a una toxicidad tiroidea, hace
gue su uso prolongado como antiarritmico se
convierta en una dificultad terapéutica. Por este
motivo, se sintetizd la dronedarona, un derivado de
la amiodarona, en la cual se reemplaza la estructura
2,5-diiodofenil con un grupo fenil sustituto y se
incorpora un grupo metil sulfonil, lo cual permitié la
reduccién de la alta hidrofobicidad de la droga
parental. La dronedarona también afecta la
viabilidad de promastigotes y amastigotes
intracelulares de L. mexicana, al afectar Ila
homeostasis del Ca®* intracelular del parasito como
consecuencia de la liberacion de este ion de
organelos intracelulares, tales como la mitocondria y
los acidocalcisomas (5).
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Hejchman y col. (10), basados en la estructura de la
amiodarona, sintetizon 12 compuestos derivados de
los acidos 2- y 3-benzofurancarboxilicos, de los que
el derivado 4 (Metil-7-acetil-5-bromo-6-hidroxi-3
bromo-metil-2-benzofurancarboxilato), denominado
por nuestro laboratorio como AMIODER (11),
inhibi6  completamente el  crecimiento  de
Cryptococcus neoformans a una concentracion de 20
uM.

Recientemente, reportamos que el AMIODER tiene
actividad in vitro contra T. cruzi, siendo parte de su
mecanismo de accion el colapso del potencial
electroquimico mitocondrial y la alcalinizacion de los
acidocalcisomas de epimastigotes de T. cruzi (11).
Por esta razén, nos planteamos también estudiar el
efecto del AMIODER sobre L. donovani. Los
resultados obtenidos muestran que el AMIODER
tiene un efecto dosis-dependiente sobre la
proliferacion de promastigotes de L. donovani (Fig.
1), con un ICs, de 3,62 uM (calculado luego de 72 h
del tratamiento de los parasitos), siendo este valor
significativamente menor que el obtenido para T.
cruzi, de 10 uM (11). Adicionalmente, se observo un
efecto inhibitorio en amastigotes, obteniendo un 1Cs
de 0,14 uM (Fig. 2A), aproximadamente diez veces
menor que el reportado para amastigotes de T. cruzi
(Fig. 2B) (11), sin afectar a las células huésped
(macrofagos) hasta una concentracion de 14 puM,
confiriéndole un indice de selectividad (IS) de 4
(resultados no mostrados).
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Fig. 1. Efecto del AMIODER sobre la proliferacion de
epimastigotes de T. cruzi (A) y promastigotes de L.

donovani (B).
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Con el objeto de determinar el posible mecanismo
de accion del AMIODER en estos
tripanosomatidios, evaluamos el efecto de esta droga
sobre la homeostasis del Ca** intracelular. La
relaciéon 340/380 nm del indicador fluorescente
Fura-2 es directamente proporcional a la [Ca*]; (9).
Obtuvimos que el AMIODER (10 pM) induce un
incremento en la concentracién de Ca?* intracelular
de los parasitos, tanto en presencia (Fig. 3A) como
en ausencia de Ca®* extracelular (Fig. 3B).



-~
S
|

A BT

100] « 804 4

%4 & = 50 IC,=1.14 £ 1.3 yM
= - ®
£ w] IC,=0.14 uM S ol
= ©
Bl gl !
-g 60 '- % L]
5 50 2 20 .
€ 0 = .
£ 10

30 F

20 v

o 1 2z 3 4 5 7 4 & 8
AMIODER concentration (M) AMIODER concentration (uM)

Fig. 2. Efecto del AMIODER sobre amastigotes
intracelulares de L. donovani y T. cruzi.
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Fig. 3. Efecto del AMIODER sobre la homeostasis del
Ca”" intracelular de promastigotes de L. donovani y
epimastigotes de T. cruzi tanto en presencia (A y C,
respectivamente) como en ausencia de Ca?* extracelular
(8 mM EGTA). Se representa la relacion de fluorescencia
340/380 nm (unidades arbitrarias) en funcion del tiempo
en segundos.

Un resultado similar fue obtenido para epimastigotes
de T. cruzi (11). AGn mas, la pendiente del
incremento en ambos casos es la misma. Esto indica
gue este incremento es debido a la liberacion de este
catién de compartimientos intracelulares.

Debido a que la mitocondria y los acidocalcisomas
son algunos de los organelos involucrados en la
regulacion del Ca®* en tripanosomatidios, evaluamos
el efecto del AMIODER sobre el potencial
electroquimico mitocondrial y los acidocalcisomas
de promastigotes de L. donovani. En la Fig. 4A se
observa que el AMIODER (10 pM) colapsa el
potencial electroquimico mitocondrial de estos
paréasitos al igual que lo hace en T. cruzi (Fig. 4C)
sin observarse un efecto posterior del protonéforo
FCCP a2 uM (Figs. 4B y 4D).
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Por otro lado, el AMIODER (10 uM) alcaliniza
parcialmente los acidocalcisomas de promastigotes
de L. donovani y los epimastigotes de T. cruzi (Figs.
5A y 5C), pues se observa un efecto ulterior de la
nigericina, un intercambiador K*/H" que alcaliniza
completamente los acidocalcisomas de estos
organismos. Este efecto sugiere la existencia de
otros compartimientos acidicos sobre los cuales el
compuesto podria estar actuando (6). Estos
resultados pueden deberse a que la naranja de
acridina se acumula en los organelos acidicos, y
aunque los acidocalcisomas son los organelos
acidicos predominantes en tripanosomatidios,



existen otros compartimientos como fagolisosomas
y/o vacuolas acidicas, que podrian estar
acumulandose en pequefias cantidades del fluoréforo
y provocando su liberacién tras la adicion de la
droga (7).

Todos estos resultados indican que parte del
incremento en la concentracion de Ca®* intracelular
es con alta probabilidad debido a la liberacion de
este cation de la mitocondria y los acidocalcisomas
de estos parasitos.

Todo lo anterior apoya la idea de profundizar estos
estudios en busca de derivados del benzofurano
basados en la estructura de la amiodarona, orientados
hacia la busqueda de una posible terapia contra la
leishmaniasis y tripanosomiasis.
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Autofagia: mecanismo de sobrevivencia y/o muerte celular
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La autofagia es un proceso omnipresente en todos los eucariotas, donde se ha descubierto una maquinaria genética
adaptada para diferentes linajes celulares. Han sido descritos varios tipos de autofagia, involucrados en numerosos
procesos fisioldgicos donde funciona como un mecanismo protector; sin embargo, se ha descrito también que puede
actuar en determinadas circunstancias como un mecanismo de muerte celular. En el proceso de diferenciacion in vitro de
Leishmania mexicana de la forma promastigote a la forma amastigote, hemos reportado un nuevo proceso selectivo
parecido a autofagia dirigido a degradar complejos de membrana—microtibulos redundantes, en respuesta a la elevacién
de la temperatura y acidificacion del medio, imitando asi los cambios que sufre el parasito durante la invasion del
macrofago. Este proceso de diferenciacion es importante para la sobrevivencia del parasito dentro del macréfago y la
virulencia. Puede ser un modelo atil para estudiar el efecto de drogas dirigidas a bloquear la diferenciacion y
sobrevivencia del parasito, como nueva estrategia para combatir la enfermedad.

Introduccion

Autofagia es un proceso autodegradativo, esencial
para la sobrevivencia, desarrollo, diferenciacion y
homeostasis. Se establecié para distinguir la
degradacion lisosomal o de digestion de parte de la
propia célula (autofagia), de la degradacién de
material extracelular via endosomal (heterofagia) y
ha sido definido como el proceso mediante el cual
las células disponen de organelos dafiados o
redundantes o de complejos macromoleculares,
degradandolos como respuesta a una condicién de
“stress” (15). La destruccion de un organelo puede
ser parte de un proceso normal de diferenciacion o
disparado por condiciones de “stress”, lo que
permite a la célula adaptarse a cambios ambientales
0 de desarrollo. Es un proceso omnipresente en
eucariotas, ya que hay una maquinaria autofagica en
todos los mayores linajes eucariotas. Debe haber
estado presente en el ancestro comun.

Autofagia

La autofagia fue considerada inicialmente un simple
proceso degradativo, pero es mas adecuado
describirla como una via de reciclaje para destacar
su importante contribucion a la Fisiologia Celular,
ya que los metabolitos generados en los lisosomas o0
en vacuolas son reusados como fuentes de energia o
bloques constructores para la sintesis de nuevas
macromoléculas (14). Ha sido también considerada
como un mecanismo protector el cual se dispara ante
situaciones de “stress” celular, como la presencia de
productos téxicos, invasiones bacteriales y virales y
en tripanosomatideos, ante la presencia de drogas y
durante el proceso de diferenciacién a través de su
ciclo de vida (2,17).
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Ha habido controversias acerca si la autofagia forma
parte de una muerte celular programada tipo Il (10).
Se ha planteado que puede haber una coordinacion
entre apoptosis (muerte programada tipo 1) y
autofagia. En la mayoria de las situaciones, la
autofagia funciona como un mecanismo protector,
pero si el dafio celular es muy extenso o si esta
comprometida la apoptosis, la autofagia puede ser
usada para matar la célula (6). Esta involucrada en
muchos procesos fisiol6gicos: adaptacién a la
escasez de nutrientes, diferenciacion celular y
desarrollo, degradacion de estructuras aberrantes,
recambio de organelos, supresion tumoral,
inmunidad innata y adaptativa, regulacion del
metabolismo, transporte de membranas, regulacion
metabdlica de lipidos, entre muchos otros.

El grupo de Yoshinori Oshimi, Premio Nobel de
Medicina 2016 por el descubrimiento de los
mecanismos subyacentes de la autofagia, llevd a
cabo el primer “screening” genético en levaduras.
Un aspecto intrigante de la maquinaria autofagica es
la presencia de dos sistemas nuevos de conjugacion
gue involucran a proteinas parecidas a ubiquitinas,
ATG8 y ATG12 (20). Se han identificado muchos
genes que codifican proteinas involucradas en la
autofagia (proteinas ATG) (13). Luego exploto el
andlisis molecular de la autofagia en mamiferos y
tripanosomatideos (5,18).

Se han evidenciado al menos tres tipos de autofagia
que difieren respecto al mecanismo, funcion
fisiologica y especificidad del contenido endosomal:
1) Macroautofagia (no selectiva), caracterizada por
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el secuestro de estructuras citoplasmaticas en unas
vesiculas denominadas autofagosomas, con doble
membrana. Los metabolitos que se generan son
transportados al citoplasma, para su reuso; 2)
autofagia ~mediada por chaperonas; y 3)
Microautofagia, en la cual la membrana lisosomal,
se invagina e incorpora material para su digestion
(9). Hay otros procesos denominados selectivos,
parecidos a autofagia como la pexofagia
(degradacion de peroxisomas), mitofagia
(mitocondrias), PMN (porciones de la membrana
nuclear), entre otros (21). Recientemente, hemos
reportado un nuevo mecanismo selectivo, parecido a
autofagia, durante el proceso de diferenciacion in
vitro de Leishmania mexicana de la forma
promastigote a la forma amastigote (22). Este
proceso es el responsable de la reduccién de tamafio
y el cambio de forma del promastigote con flagelo
libre (15 a 20 um de largo) presente en el intestino
del vector, a la forma amastigote redondeada, sin
flagelo libre (4 a 5 um) idéntica a la forma que
reside en el macréfago del huésped vertebrado.
Este proceso es caracterizado por una extensiva
autofagocitosis del complejo membrana plasmatica—
citoesqueleto, formandose bolsillos profundos de
diferentes tamafios y amplitud que se cierran y
fusionan en el interior del citoplasma del parasito,
formando vesiculas rodeadas de microttbulos, los
cuales se depolimerizan en corto tiempo. Después de
24 horas, 70% de la poblacion celular presenta una
reduccion de tres veces el perimetro de la forma
promastigote de 70-120 um a 40-45 um de la forma
ovalada parecida a amastigote. El proceso de
autofagocitosis del complejo membrana-
microtUbulos es completado a las 72 horas en medio
LIT y antes de las 24 horas en medio RPMI. Este
proceso de autofagia se generaa pH 7,0y a pH 5,5
elevando la temperatura a 35°C (8). Hay presencia
de abundantes gotas lipidicas en el citoplasma, lo
que puede ser el producto de cambios en el
metabolismo lipidico durante el proceso (Fig. 1)
(11,19).

El factor clave en el proceso de diferenciacion es el
cambio de temperatura de 25 a 35°C (23). Otros
eventos importantes ocurren, como el acortamiento
del flagelo debido a un continuo proceso de
depolimerizacion del ensamblaje microtubular vy
cambios en la localizacion y fragmentacion del
mitocondrion. La transformacion a la forma
amastigote dentro de los macrofagos es importante
para la sobrevivencia de los parasitos dentro de los
macrofagos y para la virulencia (1,3). En contraste,
promastigotes de Leishmania no patogénicas son
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lisados dentro de la vacuola parasitofora, luego de
ser fagocitados.

Fig. 1. Promastigotes incubados en medio LIT a 35°C, pH
7,0 durante 24 horas, con invaginaciones profundas de la
membrana. A las 48 horas estdn presentes en menor
extension y a las 96 horas, la forma amastigote
redondeada con grandes gotas de lipidos.

Un proceso parecido a autofagia ha sido descrito en
parasitos tripanosomatideos (16), que parece
importante en el remodelaje celular durante la



diferenciacion del parasito a través de los estadios
de su ciclo de vida (12). Ha sido demostrada la
presencia de glycosomas, reticulo endoplasmatico y
fragmentos de mitocondria dentro de autofagosomas
(4). El complejo proceso de invaginacion autofagica
del complejo membrana plasmatica—microtabulos,
es la primera vez que ha sido reportado y aungue ha
sido demostrado en un modelo simplificado in vitro,
puede ser utilizado para al estudio del efecto de
drogas dirigidas a bloquear la diferenciacion del
parasito y la sobrevivencia del amastigote en la
célula huésped (7).
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Hibiscus sabdariffa, también conocida como Flor de Jamaica, es una planta medicinal con diversos beneficios, usada
principalmente en la preparacion de bebidas frias y calientes. Estudios previos han demostrado que los extractos de H.
sabdariffa son efectivos contra diferentes bacterias patdgenas. Los microorganismos Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Serratia marcescens son los agentes causales de enfermedades importantes como conjuntivitis,
endocarditis, neumonia, problemas gastrointestinales, infecciones urinarias y nosocomiales. Desde hace muchos afios,
las bacterias han evolucionado hasta el punto de presentar modificaciones genéticas que les permiten ser resistentes a los
antibidticos. Esta situacion ha causado alarma a nivel mundial convirtiéndose en una problematica grave de sanidad.
Debido a esto, se busca emplear nuevas técnicas que inhiban el desarrollo de estos microorganismos. Por lo tanto, se
probaron extractos acuosos y etanolicos de H. sabdariffa sobre cepas de E. coli, K. pneumoniae y S. marcescens para
demostrar sus propiedades antibacterianas, a través de los métodos de difusion por hoyo, agar y discos de papel,
evaluando la inhibicion del crecimiento bacteriano. Los resultados indican un efecto inhibitorio en el crecimiento
bacteriano al emplear extractos vegetales de H. sabdariffa, o que sugiere un tratamiento alternativo frente a la

resistencia de las bacterias a los antibi6ticos.

Introduccion

Hibiscus sabdariffa, también conocida como “Flor
de Jamaica”, es una planta medicinal cultivada en
Centro América, Africa y al Sureste de Asia, usada
principalmente en la preparacién de bebidas frias y
calientes. La planta tiene tallos fibrosos y ramas
pequefias, asi como célices de color rojo brillante y
de sabor &cido. En la medicina popular, una infusion
de los célices se usa como diurético y para tratar
distintas enfermedades, ya que posee propiedades
que ayudan en los tratamientos (1,2).

En la actualidad, las bacterias patogenas presentan
resistencia contra los antibidticos, lo cual es un
riesgo para la salud publica mundial (12).
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Serratia
marcescens, son microorganismos que producen
enfermedades importantes para los seres humanos
tales como la endocarditis, conjuntivitis, neumonia,
problemas gastrointestinales, infecciones urinarias,
entre otras (7,9,15). Por lo cual, se estan buscando
métodos alternos para impedir su colonizacion vy
crecimiento.

Diferentes investigaciones han demostrado que H.
sabdariffa es muy prometedora como agente
antimicrobiano. En 2007, se llevd a cabo un estudio
donde compararon el efecto antibacteriano de
extractos metandlicos de H. sabdariffa y del
antibidtico Estreptomicina, a través del método de
difusion en disco, encontrando mayor efectividad
con los extractos de la planta sobre Staphylococcus
aureus, Bacillus stearothermophilus, E. coli, y K.
pneumoniae (11). Posteriormente en 2011, se
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estudié la actividad antimicrobiana de extractos
acuosos y metanolicos de H. sabdariffa en aislados
de E. coli de muestras de alimentos, veterinarias y

clinicas, observando inhibicion del crecimiento
microbiano mediante difusion por agar (4). Asi
mismo, en 2013, se analiz6 la actividad

antimicrobiana de los extractos de cinco variedades
de H. sabdariffa contra S. marcescens, Salmonella
tiphymurium y S. choleraesius, demostrando la
efectividad de extractos acuosos, etandlicos vy
metandlicos de la Flor de Jamaica como
antimicrobiano (10). Asimismo, en 2016, se realizd
una investigacion donde se comprob6 la actividad
antimicrobiana de extractos etandlicos de H.
sabdariffa, sobre S. marcescens, E. coli,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, B. subtilis y
Lactobacillus, empleando el método de difusion por
disco (13). Para evaluar la sobrevivencia de 13
bacterias relacionadas con Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA), se aplicaron
extractos de H. sabdariffa en chiles jalapefios y
serranos. Estos ensayos demostraron reduccion en

los niveles de todas las bacterias: Listeria
monocytogenes, Shigella flexneri, Salmonella
typhimurium, S. typhi, S. montevideo,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7,
cinco patotipos de E. coli (productora de toxina
Shiga, enteropatdgena, enterotoxigénica,
enteroinvasiva y enteroagregada) y Vibrio cholerae
01, donde el tratamiento con extractos de calices de
Flor de Jamaica resultdé mas eficiente que los
tratamientos con hipoclorito de sodio, plata coloidal



y acido acético en ambos tipos de chiles (14).
Debido a la polémica actual, existe gran interés en
estudiar este tema, ya que el empleo de extractos
vegetales en lugar de antimicrobianos seria una
solucion factible en el tratamiento de enfermedades
causadas por bacterias patdgenas, minimizando los
riesgos causados por la resistencia de las bacterias
contra los antibidticos. Para ello, se prepararon
extractos acuosos y etanolicos de H. sabdariffa.
Mediante los métodos de difusion por hoyo, por agar
y por discos de papel, se midié la inhibicion del
crecimiento de E. coli, K. pneumoniae y S.
marcescens, con el objetivo de estudiar la actividad
antimicrobiana de los extractos de Flor de Jamaica
sobre estas importantes especies bacterianas.

Metodologia

Cepas bacterianas

Se emplearon cepas de E. coli, K. pneumoniae y S.
marcescens provenientes del Laboratorio de
Fisiologia y Genética de Microorganismos (LFGM)
del Instituto de Biologia Experimental de la
Universidad Central de Venezuela (IBE-UCV). Las
cepas se mantuvieron en medio Luria Bertani o LB
(5 g.L* extracto de levadura, 10 g.L™ triptona y 5
g.L™ cloruro de sodio, 15 g.L™ agar), a 37°C.

Preparacion de extractos vegetales

Se prepararon varias concentraciones pulverizando
calices secos de la planta y colocandolos en
matraces de vidrio estériles afiadiendo en cada uno
el volumen apropiado de H,Ode (H,O destilada
estéril) o EtOH 90 % (etanol al 90 %) para obtener
los extractos acuosos y etandlicos, respectivamente
(Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién de extractos de H. sabdariffa

Calices secos H,Ode 0 EtOH 90% [extracto]

5¢ 25 ml 0,2g.ml?

59 50 ml 0,1g.ml?
2,75¢ 50 ml 0,055 g.ml™
8,25 ¢ 25 ml 0,33 g.ml*
27549 10 ml 2,75 g.ml*

Todas las preparaciones con agua se llevaron a
ebullicién 10 minutos. Posteriormente, se incubaron
a 4°C durante una semana y se filtraron con papel
Whatman N° 4, en condiciones de esterilidad.
Aparte, las preparaciones con EtOH 90% se
almacenaron a 4°C durante siete dias, luego se
filtraron igual que los extractos acuosos.

Comprobacion de la actividad antimicrobiana

Para confirmar esta propiedad se realizaron los
siguientes  métodos  utilizando  suspensiones
bacterianas de 1,5x10° UFC.ml?, las cuales se
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sembraron en forma de malla sobre el agar con la
ayuda de hisopos estériles:

1) Difusion por hoyo.
Placas de agar LB se dividieron en tres partes, luego
se perforaron agujeros en cada seccion con ayuda de
un sacabocados estéril (Fig. 1). Posteriormente se
sembro cada bacteria en las distintas secciones. Cada
agujero se relleno con 60ul de los extractos acuoso y
etanélico de concentracion 0,33 g.ml™.

2) Difusion por Agar.
Nuevamente se emplearon placas de agar LB
divididas en tres secciones, se colocaron 500ul de
cada extracto por placa de concentracion 2,75 g.ml?,
distribuyendo mediante rastrillo de vidrio estéril.
Luego, se sembrd cada bacteria en su seccion
correspondiente del agar.

3) Difusion por discos de papel.
Cépsulas con agar LB divididas en tres partes,
fueron inoculadas con las cepas bacterianas en su
seccion correspondiente. Posteriormente con discos
de papel de filtro Whatman N° 4 de 6 mm de
didmetro, previamente esterilizados, se impregnaron
en cada uno de los extractos acuoso y etandlico de
concentraciones 0,055 g.ml*, 0,1 g.ml* y 0,2 g.mlI™.
Finalmente, cada disco se coloco encima de cada
zona del agar donde se sembré cada bacteria.
Como control en cada método se sustituyeron los
extractos por H,Ode y EtOH 90%. Se incubaron
todos los ensayos a 37°C durante 24 horas. Todas las
pruebas se realizaron por duplicado. El esquema de
siembra empleado es como se observa en la Fig. 1:

Fig. 1. Esquema de siembra de las bacterias en las placas de
agar LB y ubicacién de los extractos en los circulos negros en
los métodos de difusion por hoyo y discos de papel. En el caso
de difusién por agar se distribuyo el extracto en todo el medio.
E.c: E. coli, K.p: K. pneumoniae, S.m: S. marcescens.

Resultados y discusion

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
para cada método de difusion, con cada bacteria y
con cada concentracion ensayada, tanto para
extractos acuosos como para extractos etanolicos de
Flor de Jamaica.

1. Difusién por hoyo

En el extracto acuoso de H. sabdariffa a 0,33 g.ml™
no se observd inhibicion de los microorganismos,
resultado que puede ser comparado con otras
investigaciones (5). Cabe destacar que estos autores
inocularon 100ul con una suspension bacteriana de



10° UFC/ml de E. coli y K. pneumoniae. Sin
embargo, para el caso del extracto etandlico de 0,33
g.mI™ si se presenté una reducida inhibicién que no
pudo ser medible, caso contrario (5), en un estudio
del 2003, si obtuvieron halos definidos y medibles al
realizar experimentos para comprobar la actividad
antibacteriana de extractos algales. Una diferencia
resaltante, es que dichos autores utilizaron doble
capa de agar para la prueba, en la primera capa
abrieron los agujeros, agregaron los extractos vy
posteriormente colocaron otra capa de agar con los
microorganismos inoculados en ella (8). Igualmente,
en una publicacion de 2007, se evidencié una
inhibicion definida en E. coli, K. pneumoniae y S.
marcescens (11). Los resultados observados
pudieron deberse a que la cantidad de extracto
colocado en cada hoyo (0,02g) difundié por debajo,
entre el agar y el vidrio, mientras que las cepas
fueron sembradas en la superficie superior del agar;
por lo tanto, la disponibilidad de extracto fue muy
baja para poder visualizar un efecto de inhibicién.
Esto nos condujo a descartar este método.

Tabla 2. Crecimiento bacteriano en las distintas concentraciones
ensayadas de extractos acuosos Y etandlicos de H. sabdariffa con
los distintos métodos de difusion.

Extracto E. coli K. pneumoniae S. marcescens

Difusion por Hoyo

0,33 g.ml* + + +
Hzode + + +
0,33 g.ml? - - -
EtOH 90% + + +
2,75 g.ml? + + +
H,Ode + + +
2,75 g.ml* + + +
EtOH 90% + + +
0,055 g.ml™ + + +
0,1 g.ml* + + +
0,2 g.ml? + + +
H20de + + +
0,055 g.ml* - - -
g 01 g.mlj - - -
0,2 g.ml - - -
EtOH 90% + + +

A: acuoso; E: etandlico; (+): crecid. (-): no crecio.

2. Difusion por agar.
Este método depende de la concentracion de la
sustancia a emplear, asi como el método de mezcla
con el agar. En algunas ocasiones se realiza pre-
mezclando la sustancia con el agar en estado liquido
y se sirve en la placa esperando su solidificacion
para posteriormente inocular los microorganismos.
En nuestro caso, se realizd la mezcla vertiendo los
extractos en el agar ya solidificado vy
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distribuyéndolos por la superficie mediante un
rastrillo de vidrio estéril, esperando su completa
absorcion para proceder a la siembra microbiana.
Los extractos etandlicos y acuosos de concentracion
2,75 gml' de H. sabdariffa no presentaron
inhibicién. En una investigacion del 2011, se
comprobd la actividad antimicrobiana de la planta en
S. typhimurium y S. choleraesius al utilizar extractos
gue poseen proporciones aproximadas a las
empleadas en este trabajo (10). De igual manera, en
una investigacion del 2008, emplearon extractos
etanolicos al 60% con el mismo método, pero
utilizando extractos de otra planta, comprobando que
si poseen actividad antibacteriana (6). En este
ensayo se distribuy6 un volumen de 500ul (0,07 Q)
en la superficie del agar, se esperd su absorcion
completa y se procedi6 a la siembra de las bacterias.
Los resultados sugieren que dicha cantidad no es
suficiente para observar un verdadero efecto
inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano. Por lo
tanto, este método también se descarto.
3. Difusion por discos.

Uno de los analisis microbiolégicos mas importantes
en la actualidad es el antibiograma, que no es mas
que la prueba estandar de oro para determinar la
resistencia o susceptibilidad de un microorganismo
patégeno ante distintos antibiéticos, con el fin de
administrar a los pacientes la medicacion adecuada
ante una infeccion. Este método es llevado a cabo
empleando discos de papel impregnados en las
concentraciones minimas de antibiético que se han
estimado previamente que se pueden administrar a
los pacientes. En las concentraciones etanolicas de
H. sabdariffa se pudo apreciar inhibicion en las
bacterias E. coli, K. pneumoniae y S. marcescens.
Resultado comparable con el trabajo de un
investigador en 2013, donde se pudo apreciar el
efecto antimicrobiano de los extractos etandlicos
(10). A diferencia de ese estudio, los extractos
etanolicos usados en la investigacion actual no
pasaron por un proceso de evaporacién de los
residuos de alcohol. Sin embargo, en otro estudio del
2003, donde se probaron extractos etanolicos de
diferentes algas, sin evaporar los residuos,
demostraron actividad antimicrobiana, al igual que
en nuestra investigacion (8).

Los extractos acuosos de H. sabdariffa, de 0,055
g.ml™, 0,1 gml* no presentaron inhibicion en
ningun caso, resultado comparable con un grupo de
investigadores en 2011, cuyo ensayo resultd
negativo (5), mientras que a 0,2 g.ml™ si se observo
inhibicion del crecimiento bacteriano (0,002 g) (Fig.
2). Asi mismo, se debe tomar en cuenta que el medio
de cultivo Muller-Hilton es el recomendado para
realizar un antibiograma, ya que es un medio rico.



Ademas, posee componentes que permiten una
mejor difusion de las sustancias, a diferencia de
otros medios. Por lo tanto, una mejor difusion
conduce a una zona de inhibicion con mayor
definicion (3). Sin embargo, en la presente
investigacion se emple6 agar LB, lo cual pudo haber
afectado la difusion de los extractos.
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Fig. 2. Método de difusion por discos de papel, impregnados
con extracto etanélico a 0,2 g.ml™

A pesar de los detalles de composicion del medio de
cultivo y las concentraciones de extractos que
pudieran ser probadas, este trabajo representa el
primer aporte en Venezuela donde se aplican
extractos etandlicos y acuosos de Flor de Jamaica
sobre tres bacterias causantes de importantes
infecciones. Debido a esto, recomendamos continuar
los estudios con distintas concentraciones de
extractos etandlicos a partir de diferentes partes de la
Flor de Jamaica, que son promisorios para atacar
estos microorganismos con sustancias distintas a los
antibidticos, a los cuales los microorganismos
pueden presentar resistencias, agravando los
problemas de salud publica. De igual forma, se
deben continuar los estudios con H. sabdariffa
debido a la importancia que posee tanto para la
ciencia como para la cotidianidad de las personas. Es
decir, realizar investigaciones para buscar
alternativas al uso de una planta de facil acceso
comercial y de uso habitual, causando asi que algo
que podria llamarse “comun” pudiese tener un gran
impacto en el mundo de la ciencia por los
prometedores efectos que posee.
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El cordon umbilical humano (CUH) es una fuente de células madre mesenquimales de naturaleza méas primitiva que la de
los tejidos adultos; esta propiedad las hace Unicas como candidatas a células madre ideales para su potencial uso en la
medicina regenerativa. Se ha planteado que estas células madre mesenquimales derivadas del CUH también pueden ser
una alternativa como fuente de células para la bioingenieria de tejidos, asi como también para la creaciéon de futuros
bancos de células que permitan el desarrollo biotecnoldgico en areas de biomedicina y veterinaria. En este sentido, en el
presente trabajo se aislaron las células del CUH, se establecieron cultivos primarios y luego se realizaron los subcultivos
para amplificar la poblacidon celular. Algunas poblaciones de células mesenquimales se criopreservaron por vitrificacion,
determinando que las células mesenquimales conservan su identidad morfolégica y capacidad de diferenciacion
neurogénica después de la descongelacién. Estas propiedades son muy importantes para poder establecer en el futuro
banco de células madre para su aplicacion clinica. Por otra parte, también se determind el potencial cardiomiogénico
mediante el uso de medios condicionados, y sistemas de co-cultivo con células de corazéon de fetos; bajo estos
microambientes se lograron obtener células con caracteristicas comparables a fenotipos cardiacos.

Introduccion

La investigacion en células madre es un tema de
gran actualidad debido a las grandes expectativas
gue se han generado para su utilizacion en la
medicina del futuro. Asimismo, en la Bioingenieria
de Tejidos, hoy en dia se busca obtener células
madre de diferentes fuentes para su uso en la
reconstruccion de neotejidos in vitro (4). Es
importante destacar que este tipo de investigacion
bésica es fundamental para que en un futuro se
puedan tener bancos de células y contar con
tecnologias adecuadas que pudieran servir de
plataforma para su uso potencial terapéutico en
pacientes con diferentes patologias, asi como
también en el &rea de la veterinaria (1).
Recientemente, se ha demostrado que el cordén
umbilical es una fuente rica en células progenitoras
mesenguimales y hematopoyéticas. En el afio 2003
se realizO el primer aislamiento de células
mesenguimales de cordén umbilical humano y se
determiné la presencia de varios marcadores
moleculares para células madre en las células de la
gelatina de Wharton (5). Estas células del corddn
umbilical, bajo condiciones apropiadas, tienen un
alto potencial de diferenciacion hacia distintos
linajes (3).

El objetivo de este trabajo fue aislar, cultivar y
caracterizar las células madre del cordén umbilical
humano. Se determiné el potencial neurogénico in
vitro de células mesenquimales que fueron
criopreservadas por vitrificacion. Asimismo, se
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determind su diferenciacion

cardiomiogénica.

potencialidad de

Materiales y métodos

Se procesaron 7 cordones umbilicales obtenidos de
placentas humanas provenientes de partos por
cesareas, suministradas por el Dr. Pedro Hurtado de
la Clinica Jiménez Rojas, bajo consentimiento
informado de las madres gestantes y con la
aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela y
transportados al Laboratorio en condiciones
estériles. El cordon umbilical humano se secciona y
se lava 3 veces en Solucién Buffer de Fosfato libre
de calcio y magnesio (PBS).

Para el aislamiento de las células derivadas del
CUH, se utiliz6 una combinacion de enzimas,
aplicando primero la enzima Dispasa tipo Il (1,2
unidades/mL), que actla a nivel de la membrana
basal del epitelio permitiendo separar células
epiteliales derivadas del epitelio de recubrimiento
del CUH y células mesenguimales provenientes de
la region del subamnios (Fig. 1). Seguidamente, se
usé la enzima colagenasa tipo Il a 1mg/mL
(actividad 295 unidades/mg) en forma fraccionada
separando las células mesenquimales presentes en la
gelatina de Wharton (Fig. 1).

Las células obtenidas de los diferentes
compartimientos del corddon umbilical fueron
resuspendidas en medio nutritivo DMEM: F12
suplementado con 15% Suero Fetal Bovino (SFB),
1% antibidticos-antimicotico, 2mM de L-Glutamina



y se sembraron, en placas multipozos 3 x 2,
previamente cubiertas con gelatina al 1% como
superficie de adhesion, llevado a incubacién a 37°C
con atmosfera himeda al 5% de CO,. Un vez que el
cultivo primario  alcanza la confluencia, se
realizaron los subcultivos para amplificar la
poblacién celular, que fueron utilizados para los
ensayos de caracterizacion, criopreservacion e
induccidn de la diferenciacion.

Epitelio amniético
Region subamnidtica

Corte transversal
del CUH

Region
perivascular

Gelatina de Wharton
(GW)

Arterias umbilicales

Fig. 1. Diagrama tridimensional de la estructura del cordén
umbilical humano. Tomado y modificado de Davies y col. (3).

Caracterizacion  de las  células  madre
mesenquimales (CMM)

Para caracterizar los cultivos de CMM antes vy
después de la criopreservacion, se hicieron
observaciones periddicas en el microscopio invertido
de fases, acoplado a una computadora con el
programa WinTvR3, tomando los registros
fotograficos correspondientes. Ademas, se realizé la
coloracion de rutina May-Griunwald-Giemsa y la
expresion inmunocitoquimica de la vimentina, una
proteina del filamento intermedio del citoesqueleto

presente en células de origen mesenquimal.

Criopreservacion y descongelacion celular

La criopreservacién por vitrificacion, se realizé
utilizando una modificacion del protocolo de Moon
y col. (6). Para esto, se utilizaron dos soluciones: 1)
Solucién de equilibrio al 20% de Etilenglicol (EG) y
2) Solucion de vitrificacion al 40% EG, 18%
Linfopred y 0,3 M Sacarosa. Las soluciones fueron
preparadas en solucion PBS con 20% de SFB. Las
células se criopreservaron a una alta densidad de
1x10° células por criotubo. Las células se
resuspendieron en 50 uL de solucion de equilibrio
por 5 minutos y luego, se afadieron 500 pL de
solucidn de vitrificacion por 40 segundos.
Posteriormente, la suspension celular, fue colocada
en criotubos de 1,2 mL para la criopreservacion,
trasladandose directamente al tanque de nitrégeno
liquido, para su almacenamiento.
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Las células se descongelaron después de un periodo
de tiempo entre 2 -9 semanas, colocando los criotubos
en bafio de Maria a 37°C. Luego, la suspension
celular fue resuspendida en solucién de sacarosa a
diferentes concentraciones O,5 M, 0,25M y 0 M en
PBS con 20% SFB, y sometiendo a centrifugacion
por 5 minutos a 724,5 g en cada concentracion.
Pasado el tiempo, fue descartado el sobrenadante y se
resuspendié el taco celular en medio DMEM: F12
suplementado. Posteriormente, se evalué él % de
viabilidad celular, con el método de azul de tripano.

Induccién de la diferenciacion in vitro de células
mesenquimales del cordon umbilical

Para inducir la diferenciacion cardiomiogénica, se
establecieron cultivos primarios por explantes de
cardiomiocitos a partir de corazones de fetos de
raton de 17- 19 dias de gestacion; asi de esta manera
se pueden obtener medios condicionados a partir del
cultivo celular y ademés realizar co-cultivos de
células madre mesenquimales con cardiomiocitos de
fetos de raton (8). La diferenciacion de las células
mesenquimales del CUH se evalud por medio de la
morfologia celular, la coloracion hematoxilina 4cida
fosfotingstica que colorea las  estriaciones
musculares.

En relacién a la diferenciacion neurogénica, a las
células mesenquimales se afiladi6 un medio
preinductor por 24 horas que contenia medio base
con 20% SFB, 1 mM pB-mercaptoetanol,
posteriormente se les agregé medio inductor con 2%
SFB, 7 mM [-mercaptoetanol por un tiempo
méaximo de 7 horas.

Se efectuaron registros periédicos al microscopio
invertido de fase entre 3 a 7 horas. Para la
determinacion de la presencia de células canalizadas
hacia el linaje neural en los cultivos, se realiz6 la
tincion de violeta de cresilo que permite determinar
la presencia de la sustancia Nissl de las células
diferenciadas y ademas se realizaron ensayos
inmunocitoquimicos usando un anticuerpo en contra
de neurofibrillas tipo M.

Resultados y discusion

La combinacion de enzimas dispasa, tripsina y
colagenasa tipo IlI, utilizadas en el trabajo,
permitieron el aislamiento de las células madre
epiteliales y mesenquimales presentes en los
diferentes compartimientos del cordon umbilical
humano,  principalmente de las  regiones
subamniotica y de la gelatina de Wharton (Fig. 2).
En el establecimiento de los cultivos primarios en
monocapa, se logrd observar una poblacién celular
heterogénea, lo que nos indica que existen
subpoblaciones de células con caracteristicas



intrinsecas del tejido de origen. A pesar de esto,
cuando se realizan los subcultivos se logran obtener
poblaciones mas homogéneas de células de
morfologia tipo fusiforme que son las consideradas
como células madre mesenquimales, logrando
expandirlas hasta el séptimo pasaje sin rasgos
aparentes de senescencia. Es importante destacar que
las celulas mantuvieron las  caracteristicas
morfologicas después del proceso de vitrificacion,
como se aprecia en la caracterizacion celular por
medio de la coloracion de rutina May-Grunwald
(Figs. 3A y 3B) y de la expresion de la vimentina,
citoesqueleto caracteristico de células progenitoras
de naturaleza mesenquimal (Figs. 3C y 3D).

Fig. 2. Cultivo primario de células derivadas del cordén
umbilical humano observadas al microscopio invertido de
fases. A) Células obtenidas a partir del denudamiento del
epitelio de recubrimiento a dos dias del cultivo con morfologia
poliédrica similares a células epiteliales. B) Células derivadas
de la gelatina de Wharthon a los trece dias de cultivo con
morfologia tipica fusiforme.

Fig. 3. A-B) Células provenientes de las gelatina de Wharton
caracterizadas con May-Grinwald-Giemsa. C y D)
Expresion inmunocitoquimica de la vimentina. A y C)
Poblacidn celular antes de criopreservacion. B y D) Después
de la criopreservacion.

Diferenciacion neurogénica

En presencia de los medios inductores neurogénicos
se pudo evidenciar la transformacion de las CMM
antes y después del proceso de criopreservacion
hacia el linaje neurogénico, en donde se lograron
observar cambios morfologicos evidentes. Las
células mostraron extensiones similares a las
neuritas derivadas de un cuerpo o soma mas denso,
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esto debido a que las células retrajeron su citoplasma
hacia la region que rodea el nucleo, reflejando
células similares a progenitores neuronales: neurona
seudo-unipolares (Fig. 41), neurona bipolares (Fig.
4C) y piramidales (Fig. 4H), asi como también
células que se asemejan a células gliales, como:
astrocitos (Fig. 4D) y oligodendrocitos (Fig. 4G), a
diferencia de las celulas mesenguimales no
inducidas (Fig. 4A).

El marcaje contra el anticuerpo neurofibrillas,
permitio corroborar la diferenciacion neuronal de las
CMM, en donde, las células diferenciadas después y
antes de la criopreservacion se expresaron positivas
ante el marcaje contra la neurofibrillas tipo M (Figs.
4C y 4F, respectivamente), presentando las células
una coloracion marrén-ambar en el citoplasma y
extensiones neuronales, debido al revelado del
marcaje con el cromégeno diaminobencidina.

Fig. 4. Diferenciacion neurogénica A) Células mesenquimales
no-inducidas. B) Control positivo, célula del tejido nervioso
del cerebro de raton. C) Neurona bipolar positiva al
inmunomarcaje con neurofilamento. D) Célula similar a
astrocito. E) Neurona con soma piramidal. F) Neurona
positiva al inmunomarcaje. G) Grupos de células similares a
oligodendrocitos. H) Célula similar a neurona con soma
piramidal I) Célula similar a neurona unipolar. AB,D,E)
Microscopio de contraste de fases. C y D) Inmunomarcaje con
neurofilamento. G, H, 1) Coloracion violeta de cresilo.

El proceso de criopreservacion por vitrificacion es
un método efectivo y simple que permite que las
células mesenguimales del cordén umbilical humano
después del proceso de criopreservacién por
vitrificacion, puedan mantener su potencial de
proliferacion y diferenciacion neurogénica (7).

Diferenciacion cardiomiogénica

La induccién a linaje cardiaco a traves de las
estrategias, tanto del uso de medios condicionados
(Figs. 4M y 4N) como el establecimiento de
sistemas de co-cultivo (Fig. 4L), generaron cambios
morfologicos en las células madre mesenquimales,
comparables con las células cardiacas aisladas de



corazones de fetos de ratén que se utilizaron como
controles positivos (Fig. 4J y Fig. 4K) como son:
morfologia cilindrica con nucleos centrales (n),
presencia de miofibrillas detectadas con la
coloracion PTAH e interacciones transversales
célula-célula similares a discos intercalares, ademas
de la expresion de la desmina, que se encuentra en
las células musculares (9).

Fig. 4 (Cont.). Diferenciacién cardiomiogénica. J-K) Poblacion
del explante de corazon donde se pueden observar
cardiomiocitos (cd) positivos al marcaje con desmina, en los
cuales se aprecia las estriaciones (es). L) Células inducidas en
co-cultivos con cardiomiocitos de ratdn, donde se puede ver la
interaccion transversal similar a los discos intercalares (di). 7
dias de cultivo. Microscopio de contraste de fases. M) Células
inducidas mediante el uso de medios condicionados. Se
observan células binucleadas con estriaciones citoplasmaticas.
N) Detalle de las estriaciones (es) y presencia de discos
intercalares. Coloracion PTAH.

Como se puede ver de los resultados obtenidos, se
logro inducir las células madre mesenquimales del
corddn umbilical humano hacia un linaje
mesodérmico, como lo es la diferenciacion cardiaca
y ectodérmica como las células neurales. Esta
potencialidad de diferenciacion es importante para
fortalecer las nuevas tecnologias de la bioingenieria
tisular utilizando el cordon umbilical humano como
una fuente alterna de células madre que no requieren
de la utilizacion de procesos invasivos, ya que es un
material bioldgico que se descarta en el momento
del parto. Recientemente, se ha planteado que las
CMM del CUH pueden ser una fuente importante
para terapias neurodegenerativas (2).
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El cancer de pancreas es uno de los mas letales, siendo la cuarta causa de muerte, por su dificultad de deteccion en
estadios temprano. Ademas, la resistencia innata ha sido uno de los principales problemas en el tratamiento con la
quimioterapia. La busqueda de nuevas moléculas con actividad antitumoral como las quinolinas, piridinas y de
metabolitos biol6gicamente activos de plantas usadas en la medicina tradicional venezolana forman parte de un amplio
arsenal de drogas antitumorales contra este tipo de tumor. En este sentido, determinamos la actividad “in vitro” del 4-
metilpiridilquinolina (compuesto sintético) y el N-acetil strychnosplendine (producto natural) sobre la linea tumoral de
cancer de pancreas humano (PANC-1) mediante ensayos de MTT, tanto en forma individual como en combinacién. Se
observo un efecto antitumoral en ambos casos, siendo las combinaciones las que exhiben una mayor actividad bioldgica,
mostrando un fuerte sinergismo. Estos resultados indican una alternativa en el tratamiento quimioterapéutico. Las
moléculas estudiadas “in silico” mostraron poseer biodisponibilidad y permeabilidad a la membrana segin la regla de
Lipinski's. El estudio mediante el docking, mostré una alta posibilidad de interaccion con el sitio activo de la tubulina, lo
que sugiere un posible mecanismo de accion de ambas moléculas.

Introduccion

El cancer pancreatico es uno de los mas mortales,
con un incremento de incidencia y considerada la
cuarta causa de muerte conocida por cancer (2); en
parte se debe a la dificultad de deteccion del cancer
de pancreas en su estadios tempranos donde la
cirugia y otros tratamientos son efectivos (13,17).
Ademas, la resistencia-droga innata o adaptada, ha
sido el mayor obstaculo en la quimioterapia en el
cancer de pancreas (8,12). La malignidad inducida
por los cambios en la glicosilacion de las proteinas,
tales como N-glicosilacion y la O-glicosilacion,
influye directamente en las funciones de las
proteinas en sus multiples vias y puede influir en la
proliferacion, invasion y viabilidad celular del
cancer, asi como, en las interacciones con el
microambiente del tumor (1,9). Asi, la busqueda en
disefio y sintesis de nuevas moléculas con actividad
antitumoral que estén constituidas por quinolinas y
piridinas estdn presentes en un amplio nimero de
drogas antitumorales y han formado parte de este
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estudio (3,4). Un grupo de nuevas C-6 sustituidas 4-
metil-2-(2-, 3- y 4-piridinil) quinolinas fueron
evaluadas en las diferentes lineas de cancer humana,
mostrando su gran potencial antitumoral (5). Por
otra parte, muchas de las especies de la flora
venezolana han sido de utilidad en la medicina
tradicional, por su propiedades antiinflamatorio,
analgésico, hipoglicemiante, antibacteriana,
leishmanicidad,  antifingico y  antitumoral
(11,14,15), asi como algunos de sus frutos (10), lo
gue conduce a la basqueda de nuevos metabolitos o
productos naturales extraidos de cortezas, hojas,
tallos y/o flores y la sintesis de nuevas moléculas
partiendo de estructuras bases acompafiadas de
grupos funcionales con wuna posible actividad
bioldgica antitumoral.

En vista, del gran potencial que prometen estas
moléculas y la dificultad del tratamiento y
quimioterapia para el cancer pancreético, nos
planteamos como objetivo en este trabajo evaluar



dos moléculas, el 4-metilpiridilquinolina, compuesto
sintético (MR5) y el N-acetil strychnosplendine
(Nacetil), producto natural (Fig. 1) individualmente
y en combinacion, determinando su capacidad
sinergistica como un posible tratamiento que evada
la alta resistencia a drogas por parte de este tipo de
cancer.

Fig. 1. Estructuras del compuesto sintético y el producto
natural. A) 4-metil piridinil quinolina, B) N-acetil
strychnosplendine (tomado Kouznetsov y col., 2017;
Suérez y col., 2016).

Actividad biol6gica

Los compuestos fueron evaluados en la linea tumoral
de cancer de pancreas humano (PANC-1), mediante
los ensayos de MTT (7) de manera individual por 48
horas para determinar la concentracion inhibitoria
50% (ICso) sobre la poblacion celular, encontrando
que ambas moléculas tiene un efecto bioldgico,
siendo la actividad citotoxica del MR5 més efectiva
con un ICsg de 23,65 = 1,1 pg/mL (92,64 puM),
mientras que para el Nacetil fue de 149,5 + 1,13
po/mL (364,14 pM). Una vez determinados los
valores de ICs para cada compuesto, procedimos a
realizar las combinaciones respectivas. La primera
combinacion planteada fue: MR5 + Nacetil; donde el
MR5 estd a concentraciones crecientes versus
concentracién fija del Nacetil (ICs) y una segunda
combinacion: Nacetil + MR5; donde el Nacetil esta a
concentracién creciente versus concentracion fija de
MR5 (ICsp). Se demostrdé que ambas combinaciones
presentaron mejor actividad biol6gica sobre la linea
tumoral PANC-1 que su efecto individual, mostrando
un mayor efecto citotdxico la segunda combinacion
Nacetil + MRS5, con un valor de 3,52 x 10° + 1,42
pg/mL (8,6 x 10 puM) y de 0,11 + 1,36 (0,44 uM),
respectivamente (Fig. 2).
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Anélisis de interaccion de las combinaciones

Las células fueron incubadas simultineamente con
MRS5 y Nacetil por 48 horas. La naturaleza de las
interacciones entre el compuesto MR5 y el producto
Nacetil fueron analizados con la ayuda de los
isobologramas descritos por Tallarida (16). Las dosis
obtenidas de cada compuesto actuando solos sobre la
linea PANC-1 son representados en los eje X e Y y la
linea de aditividad es representada por la unién de
estos dos puntos. La dosis de combinacion o dosis
efectiva (DE), determina la evaluacién cuantitativa
matematica de la interaccion farmacoldgica de los
compuestos, su localizacion préximo o sobre la linea
de aditividad representa un efecto aditivo (y =1) y por
debajo o por encima de esta representa un sinergismo
(y < 1) o antagonismo (y > 1), respectivamente.
Ambas interacciones, producto de las dos
combinaciones realizadas, resultaron ser menores a 1,
lo que nos indica que ambas interacciones potencian
una a otra (y < 1), mostrando un sinergismo fuerte,
siendo la interaccion Nacetil + MR5 mas potenciada.
Es decir, el MR5 potencia el efecto del Nacetil sobre
las células de pancreas humano (Fig. 3).
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Fig. 2. Efecto del 4-metil piridinil quinolina, N-acetil

strychnosplendine y sus combinaciones sobre las células

de cancer de pancreas (PANC-1). A) Nacetil (H), MR5
(@), MR5 + Nacetil (A). B) Nacetil + MR5.



Evaluacion “in silico” de las moléculas MRS y
Nacetil

La tecnologia del modelo de simulacion “in silico”
permite el descubrimiento de nuevos farmacos,
mediante la quimica computacional y bioldgico, para
obtener  una prediccion farmacocinética (vida
media, biodisponibilidad, permeabilidad a la
membrana, volumen de distribucion, depuracion).
Estos comprenden las bases de datos, la relacion
cuantitativa entre la estructura y la actividad
(QSAR), ofreciendo como ventaja su alta tasa de
resultados en el contexto de un costo razonable
complementado con evaluaciones farmacodinamicas
y toxicologicas. En este orden, las moléculas MR5 y
Nacetil fueron evaluadas con el programa
Molinspiration, arrojando que ambas moléculas no
violan la regla de Lipinski’s, la cual describe las
propiedades moleculares relacionadas a la farmaco-
cinética en humanos, tales como la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) (6).
Estas poseen peso molecular menor a 500g/mol, un
valor de coeficiente de particion LogP menor a 4,
son donadoras y aceptores de protones, indicando
una buena biodisponibilidad oral y permeabilidad a
la membrana.
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Fig. 3. Isobologramas de las combinaciones del 4-metil
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Estudio de modelaje molecular de las moléculas
MR5 y Nacetil

El modelaje molecular predice la conformacion
favorecida de una molécula, al estar unida a otra, a
fin de formar un complejo estable y conociendo
dicha orientacién, puede ser usada para predecir la
fuerza de la asociacion o la afinidad de enlace entre
dos moléculas. EI acoplamiento se realiza con la
estructura de una proteina, la cual ha sido
determinada por cristalografia de rayos X o por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, que
se encuentra depositada en el Banco de Datos de
Proteinas (Protein Data Bank). El estudio de
interaccion del MR5 y del Nacetil con el sitio de
union de la colchicina en la tubulina muestra muy
buena estabilidad en el bolsillo de interaccion,
determinada por la energia de enlaces formados por
los puentes de hidrogenos con los residuos de
Cys668, Asnll0, Cys668, Leu682, siendo la
molécula de Nacetil la que presenta mejor
interaccion con todos los residuos con los que
interacciona la colchicina, con una energia de enlace
de -9,66 Kcal/mol (Fig. 4). Estos resultados nos
permiten predecir que el Nacetil actia como la
colchicina, un inhibidor clasico de la tubulina, y
podria ser éste uno de los posibles mecanismos de
acciéon que se inician en las células tumorales de
pancreas humano.

Fig. 4. Representacion enzima—ligando de la Colchicina,
MR5 y el Nacetil en el sitio activo de la tubulina.
Colchicina (amarillo), MR5 (naranja) y Nacetil (verde).
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El cancer consiste en un conjunto de enfermedades caracterizadas por la inestabilidad genética, rasgo que puede dar lugar a
aberraciones en el proteoma y la consiguiente defeccién funcional. Asi, entre varios tipos de proteinas de membrana
expresadas de esta manera, se encuentran los canales ionicos. En particular, algunos canales de K* tipicos de células
excitables se encuentran en tipos celulares no excitables como en el carcinoma ductal de mama. Estas actividades proteicas
le confieren a la célula tumoral unas propiedades fisiolégicas a nivel celular y molecular relacionadas con el
comportamiento patolégico tipico, p.e., proliferacion descontrolada, evasion de apoptosis, capacidad metastasica, etc. Se ha
encontrado que los compuestos que inhiben la actividad de los canales i6nicos también afectan estas propiedades
fisiolégicas y por ende la viabilidad de las células tumorales. En el presente trabajo se evidencia que un compuesto
derivado de la estructura 1,2,4-triazolo [3,4-a] ftalazina (TrPh) con actividad antitumoral también inhibe la actividad de
canales dependientes de voltaje, como lo evidencian las corrientes de K* con rectificacion hacia afuera. Aunque no se sabe
en qué medida la actividad antitumoral se debe al efecto sobre estos canales, esta evidencia es relevante dados los
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antecedentes.

Introduccion

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo
(4). Para el afio 2017 se estimd un incremento 15%
del cancer en Venezuela, y un incremento del cancer
de mama con 6 decesos mas por cada 100.000
personas, siendo éste el de mayor incidencia en
mujeres entre 45-54 afios (19). Particularmente, el
cancer de mama se ha estado combatiendo mediante
quimioterapia sobre receptores hormonales y con
agentes citotdxicos (26). Entre los agentes citotdxicos
con actividad antitumoral preclinica se encuentran
varias compuestos naturales y sus derivados semi-
sintéticos con mecanismos de accion como: efectos
sobre la tubulina (paclitaxel, SPIKET, COBRA)
(14,21), inhibicibn de la  topoisomerasas
(camptothecin, etoposide) constituyendo agentes
antimitéticos entre otros (14), o inhibidores de
proteinas kinasas, entre otros blancos intracelulares,
confiriendo actividad antimitética y pro-apoptottica
(22,25).

Los derivados de 1,2 4-triazolo [3,4-a] ftalazina
(TrPh) tienen actividad antitumoral en lineas celulares
de cancer, incluida la correspondiente al cancer de
mama con receptor de estrdgenos MCF-7. Los
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experimentos de citometria de flujo muestran
detencion del ciclo celular en G2/M en la linea celular
EC-9706 de carcinoma esofagico, con una IC50 en el
intervalo entre [2 - 4,5] uM (24), y efectos sobre
Topoisomerasa Il a concentraciones superiores a 19,4
puM (10). Maés recientemente, se ha demostrado que
estos derivados podrian tener actividad anticancerosa
con una IC50 en MCF-7 entre [8,8 - 44,3] uM;
incidiendo sobre el receptor de factor de crecimiento
VEGFR-2 con IC50 en un intervalo entre [0,1- 1] uM
(7). Sin embargo, es inconveniente que estas
sustancias deban atravesar la membrana plasmatica,
por lo que recientemente se ha tomado como
estrategia apuntar a proteinas de la membrana
plasmatica involucradas con la proliferacion. Por
ejemplo, la actividad de los receptores tirosina
kinasas tipo 1 se ha podido inhibir con anticuerpos o
compuestos sintéticos (6), mientras que se han usado
productos naturales para inhibir transportadores de
multiples drogas, que confieren resistencia a través
del eflujo de agentes quimioterapéuticos (5).
Asimismo, los estudios sobre la inhibicién de canales
idnicos se muestran promisorios para futuras terapias
(1), dadas algunas ventajas: ademas de ser accesibles



desde medio externo, se conocen baterias grandes de
inhibidores para estudiarles, juegan un papel
importante, entre otros, al determinar el potencial de
reposo, en la proliferacion, la apoptosis y regulacion
del volumen celular (20). No obstante, las multiples
funcionalidades ademas de la ubicuidad en varios
tejidos son un problema grave para poder usarles
como blanco con inhibidores ya conocidos, por lo que
los estudios en pro del disefio de nuevas sustancias
inhibidoras selectivas contra la funcionalidad de los
canales en el tejido canceroso son determinantes para
hallar agentes terapéuticos (1,9). Varios estudios
aplicando inhibidores sintéticos, o bloqueadores de la
expresion, de canales en lineas celulares tumorales
han permitido revelar la importancia de los mismos
para la apoptosis, migracion y la consecucion del
ciclo celular (8,27).

De hecho, se ha reportado la presencia de varios
canales de K" activados por voltaje (Kv) en tejido o
lineas celulares de cancer de mama (15,17); algunos
de ellos se expresan en la mayoria de los tumores
humanos, en contraste con su distribucién restringida
en tejidos sanos. Ademas, la inhibicion de la
expresion o actividad conduce a una reduccion de la
proliferacién de las células cancerosas, lo que los
convierte en un blanco potencial contra el cancer
(12,18). Por ejemplo, Kv10.1 se expresa en mas del
70% de los tumores humanos, donde parece estar
involucrado en la proliferacion celular, supervivencia,
angiogénesis, migracion, apoptosis y la invasién
(17,23). En este estudio se evalud la actividad de un
compuesto derivado de TrPh sobre las corrientes de
potasio en la linea celular MCF-7. Previamente, el
compuesto evaluado (Fig. 1) mostré un IC50 6ptimo
cerca de 0,5 uM sobre la proliferacion en dos lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y SKBr-3. Este
efecto se evalué mediante la técnica de Patch Clamp
de célula completa usando cuatro veces la 1C50
después del crecimiento; esto ayuda a explorar el
efecto a concentraciones con un grado de inhibicién
del crecimiento cercano al 100% en una célula que
podria expresar diferentes cantidades del canal
dependiendo de la fase del ciclo celular (16).

sear)
)

I
Fig. 1. Derivado de TrPh: 3-(3-Nitrophenyl)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)-1,2,4-triazolo[3,4-] Phthalazina (8d).

Materiales y métodos
La técnica de Patch Clamp en configuracién de célula
completa permite la continuidad entre el citoplasma
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de la célula y la solucion en una pipeta elaborada con
un capilar de borosilicato. El capilar, con didmetros
interno y externo de 1,1 y 1,5 mm, respectivamente,
se adelgaza mediante calentamiento usando un
halador de capilares P-97 de SUTER INSTRUMENT;
el didmetro interno de la punta resulté entre 1y 3 um.
Posteriormente, la punta de la pipeta se pule por
calentamiento mediante una microforja Narishige®.
Las pipetas se llenaron con una solucién gque contenia
las siguiente composicion (mM): 140 KCI, 1 MgCl,,
1,32 CaCl,, 10 HEPES, 2 EGTA, 5 Glucosa, con un
pH 7,2 ajustado con KOH vy se lleva la osmolaridad a
300 mOsm con manitol; el calcio libre calculado, con
un software on line basado en “Maxchelator”, fue 500
nM (3,26). La solucién externa contenia en (mM): 3
KCIl, 3 KOH, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 10 HEPES, 5
Glucosa, con un pH 7,4 ajustado con KOH y se llevo
la osmolaridad a 310 mOsm con manitol.

El extremo no adelgazado de la pipeta se introduce en
el receptaculo con un electrodo de Ag/AgCl
conectado al amplificador Axopatch 200 A, de Axon
Instruments® (Al). El rango de resistencias de las
pipetas estuvo entre 3 - 5 mQ. Los datos se colectaron
con un convertidor AD/DA (Digidata 1200, USA) y
se guardaron digitalmente, mediante el programa
pClamp® 8.0 de Al. Este programa también se usé
para producir los protocolos de voltaje controlado
como sigue: las células se mantuvieron la mayor parte
del tiempo en -50 mV, la estimulacién se produjo con
pulsos de prueba de 20 mV durante 300 ms en un
intervalo de -110 a 70 mV, y el intervalo entre
estimulos fue de 1 s. En cada experimento se espero 5
min después de la configuracion de célula completa
antes de la secuencia de estimulacion control.
Posteriormente, se agregd el compuesto de prueba y
se esper6 entre 3 'y 6 min a que el efecto sobre las
corrientes se estabilizara antes de activar el protocolo
de estimulacion.

Las células se sembraron a una densidad de 10°
células/mL en cubreobjetos rectangulares de 4x5 mm.
Se incubaron por 24 horas a 37° C, con medio D-
MEM, 10% Suero Fetal Bovino, 1% de coctel de
antibidticos (Penicilina, Estreptomicina, Anfotericina
B), en atmosfera con 95% de humedad, 5% CO..
Posteriormente, el cubreobjetos se colocdé en un
prototipo de camara experimental con sistema de
perfusién impulsado peristalticamente.

Anélisis de datos

Se midi6 el curso temporal de corriente y de alli se
tomo la amplitud al final del pulso para construir
curvas de corriente VS voltaje (I1Vs). Estas curvas
fueron normalizadas dividiendo las amplitudes
mencionadas por la correspondiente a 70 mV. Cada
punto corresponde a una media + desviacion estandar
(DE). Estos datos se analizaron mediante ClampFit®



8.0 de Al y SciDAVIs (freeware para graficacion y
analisis).

Resultados y discusién

En la Fig. 2 se observan los cursos temporales de
corriente en la linea celular MCF-7 como respuesta a
un pulso de protocolo con amplitud de 70 mV. Los
trazos delgados corresponden a los controles de dos
réplicas y los trazos gruesos corresponden a las
corrientes afectadas por el compuesto probado (8d).
En ambos experimentos se observan las distintas
amplitudes de las corrientes debidas a la
heterogeneidad en la cantidad y tipo de canales de K*
expresados. En trazos gruesos se evidencia la
disminucién en la amplitud y la pérdida importante de
la fase transitoria en el curso temporal propia de la
activacion de canales voltaje-dependientes.
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Fig. 2. Cursos temporales de corriente control (trazo
delgado) y con 2 uM del compuesto probado (8d; trazo
grueso).

La Fig. 3 corresponde a la relacién 1-V, en la que se
puede observar el control (rectdngulos pequefios) y el
efecto del compuesto (8d; 2 uM) con la linea inferior
(rectangulos grandes). Se observa la inhibicion de la
corriente de potasio en MCF-7, efecto similar al
correspondiente sobre la linea celular SKBr-3 (no
mostrado).

Efecto de 8d (2 uM) sobre las I(K+) de MCF-7 (n=3)
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Fig. 3. Curva I-V producida tomando un promedio del
valor observado en el curso temporal de la corriente al final
del pulso de prueba. La curva oscura corresponde al control
(cuadrados pequefios) y la clara (cuadrados grandes) al
efecto de 2 uM del compuesto (8d).
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Solo hay inhibicién en la parte despolarizante de
ambas curvas: eso es significativo para potenciales >
-10 mV para MCF-7. El porcentaje de inhibicion,
medido a 70 mV, es cercano en ambas lineas
celulares: en particular MCF-7 [33 + 4,6]% Yy en
SKBr-3 [35 £ 5,9]%. Se buscd un amplio intervalo de
voltaje observar los posibles efectos sobre distintos
tipos de canales de K* potencialmente presentes. La
actividad de los canales de potasio dependientes del
voltaje (Kv) depende del valor del potencial de
despolarizacion eléctrica que se impone a través de la
membrana bioldgica en lineas celulares cancerosas,
esto explica los transitorios de corriente a estos
potenciales (11,13). Asi, se encuentra una inhibicion
justo en la parte despolarizante de la curva con una
diferencia evidente a voltajes mas positivos que 20
mV. Aunque este no es el intervalo fisiologico de
voltaje, podria haber efectos no candnicos de esta
inhibicion de canal segun algunos reportes: "el papel
de ciertos canales K" activados por voltaje, como
Kv1l.1 (también conocido como hERG1) se puede
atribuir en gran medida a la modulacién de la
adhesiéon celular a la matriz extracelular (MEC).
Kv1l.1 ejerce efectos reguladores pleiotropicos al
formar complejos multiproteicos en la membrana con
receptores de integrinas tanto en leucemias mieloides
agudas (AML) como en leucemias linfoblasticas
agudas (ALL)" (2). Préximos estudios ayudaran a
determinar cudles de estos canales estan involucrados,
la contribucion de estos canales de Kv al potencial de
reposo y, finalmente, su participacion posterior en el
ciclo celular u otros fendmenos relacionados con la
viabilidad.
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Marcadores moleculares en Kinetoplastida:
Variabilidad genética de Triatoma maculata
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), vector del
Trypanosoma cruzi, en areas endémicas de Venezuela
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La identificacion de marcadores moleculares genotipicos especificos de un parasito, constituye una herramienta apropiada
para utilizarla en su identificacion, diagndstico y epidemiologia de la patologia que pueda producir. Triatoma maculata,
vector del Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas, ha sido considerada una especie silvestre propia de
palmas, arboles secos, cercas y nidos de aves. La variabilidad genética y la variacién intraespecifica de esta especie
pueden ser fundamentales en el control y vigilancia vectorial. Adultos de T. maculata, un total de 176 individuos, fueron
capturados en el periodo 2012-2013 en areas domésticas, peri-domésticas y silvestres de diferentes regiones endémicas de
Venezuela. Estos ejemplares fueron sometidos a evaluacion comparativa de la variabilidad de marcadores genotipicos
como el gen 16S rRNA'y la region de los genes de B-tubulina. Los resultados revelan que insectos capturados en el habitat
doméstico mostraron un marcado polimorfismo para los marcadores estudiados, en comparacion con aquellos insectos
capturados en el peri-domicilio o en su habitat silvestre, corroborando estudios previos utilizando la variabilidad del gen
mitocondrial Cyt b. En términos epidemioldgicos, los resultados confirman la domiciliacion de T. maculata,
representando un alto riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas.

Introduccion

Los triatominos (Hemiptera, Reduviidae,
Triatominae) son insectos hematofagos estrictos, que
actian como vectores de tripanosomatideos tales
como Trypanosoma cruzi, agente causal de la
Tripanosomosis Americana 0 Enfermedad de
Chagas (ECh), una de las parasitosis de gran
importancia médica en el Neotropico. En Venezuela,
la ECh constituye un problema de salud publica
(1,9). Tanto en Venezuela como en otros paises de
Sur Ameérica, la transmision vectorial de T. cruzi, ha
sido asociada tradicionalmente a los ambientes
domésticos (D) y peridomésticos (PD) de éreas
rurales, con condiciones socioecondmicas precarias
y con elevada presencia de vectores. Sin embargo,
han aumentado las evidencias de colonizacion del
domicilio urbano por triatominos, tales como
Triatoma maculata y Panstrongylus geniculatus,
que hasta ahora habian sido asociados mayormente a
héabitats silvestres (S) (2,4,5).

La domiciliacion de los triatominos pudiese ser un
evento adaptativo, que algunas veces puede llevar a la
simplificacion de caracteristicas fenotipicas y
genotipicas. En un estudio previo, con el objetivo de
determinar el desplazamiento de T. maculata al
habitat domestico, evaluamos comparativamente la
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variabilidad fenotipica y genotipica como un
potencial  indicador del desplazamiento  de
subpoblaciones del vector capturadas en distintos
estados venezolanos. La evaluacion fenotipica se
realiz6 a través del andlisis de morfometria
geométrica que incluyd la determinacion del tamafio
isométrico y conformacion del ala izquierda de cada
insecto. Los resultados mostraron que los insectos del
habitat doméstico (D) presentaron reducciones
significativas en el tamafio del ala y variaciones en las
caracteristicas anatomicas asociadas con el vuelo, en
relacién con habitats peridomestico (PD) y silvestres
(S). La mayor variabilidad se encontré en Anzoategui
y Monagas. La variabilidad genotipica se determin6
mediante la comparacion de secuencias in silico de
marcadores moleculares como Cyt b y andlisis de
PCR-RFLP, que demuestran un  marcado
polimorfismo para dicho marcador en insectos del
habitat doméstico, en comparacién con los otros
habitats. Los resultados sugieren la colonizacion del
habitat doméstico por parte del vector T. maculata
que en términos epidemioldgicos, junto con la
presencia en este habitat de ninfas del vector,
representa un alto riesgo de transmision de la
enfermedad de Chagas.



En este trabajo se evalla la dispersion del vector T.
maculata a lo largo de ec6topos S, PD, y D, en varias
zonas endémicas de distintos estados de Venezuela,
utilizando un enfoque genotipico mediante un estudio
comparativo del polimorfismo de marcadores
moleculares rRNA 16S y la region de los genes de -
tubulina.

Variabilidad genética en T. maculata

El DNA de triatominos de cada area geografica, fue
aislado a partir de sus patas y la integridad y el
rendimiento del mismo se verificO mediante
electroforesis en geles de agarosa (no mostrado). La
amplificacion del gen 16S rRNA, se llevo a cabo de
acuerdo a lo indicado por Segura y col. (7),
obteniéndose un producto Gnico de amplificacion de
397 pb para todos los ejemplares colectados en los
seis estados en estudio (Anzoategui, Sucre,
Monagas, Nva. Esparta, Portuguesa y Bolivar),
independientemente del ec6topo donde se produjo la
captura (Fig. 1).
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Fig. 1. Amplificacion del rRNA16S de
Triatoma maculata de diferentes estados
venezolanos. Productos de amplificacién de la
secuencia del rRNA16S a partir del DNA
gendémico de especimenes de T. maculata
provenientes del estado Anzoategui (a) Yy
distintos ecotopes del estado (b), utilizado
como referencia. a) Linea 1. Anzoategui, linea
2: Sucre, y linea 3: Monagas. (b): lane 1, D
(Domeéstico); linea 2, PD (Peridoméstico),
linea 3, S (Silvestre). Los productos de
amplificacion fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% vy el
DNA fue visualizado a través de tincion con
bromuro de etidio (Br Eth). Marcador de peso
molecular (M): 100 bp (GIBCO BRL).
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El patron de bandas generado para el gen 16S, en un
andlisis PCR-RFPL, por las endonucleasas
EcoRV/Hind 11 en las muestras de triatominos fue el
mismo, independientemente de la regidn o ecétopo, lo
cual sugiere que es una secuencia altamente
conservada (Fig. 2).

Fig. 2. Variabilidad genética del rRNA16S
de Triatoma maculata de diferentes estados

venezolanos. Los productos de
amplificacion del gen 16S rRNA generados
a partir del DNA gendémico de diversos
especimenes de Triatoma maculata, fueron
sometidos a un analisis de RFLP mediante
doble digestion con las endonucleasas
ECoRV/Hindlll. Anzoategui: linea 1, D;
linea 2, PD; linea 3, S; Sucre: linea 4, D;
linea 5, PD; linea 6, S. Los productos
generados  fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% vy el
DNA fue visualizado a través de tincién con
bromuro de etidio (Br Eth). Marcador de
peso molecular (M): 100 bp (GIBCO BRL).

Un segundo marcador genotipico evaluado fue el gen
de la p-tubulina de T. maculata. Previamente, para la
obtencion del marcador se construyd un sistema de
clonacion, secuenciacion y evaluacion de la secuencia
recombinante mediante técnicas convencionales (8).
Utilizando un analisis bioinforméatico a partir de
secuencias depositadas en el banco de datos y las
experiencias previas con este gen en nuestro
laboratorio (referencia del GenBank N° AE013599.5;
M38265.1; GBBI01001458.1) se determiné la
secuencia parcial del gen y se disefiaron los
iniciadores que amplificaron el gen de la g-tubulina
para triatominos en estudio. El ensayo de PCR para
esta secuencia generé un fragmento de ~980 pb a



partir del DNA de triatominos colectados de cada
estado y ecétopo (Fig. 3).
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Fig. 3. Amplificaciéon del gen de la B-
tubulina de Triatoma maculata de
diferentes ecoOtopos de distintos estados de
Venezuela. La amplificacion del gen de la B-
tubulina se llevé a cabo a partir del DNA
gendmico obtenido de distintos ejemplares de
T. maculata capturados en diferentes regiones
y ecétopos de Venezuela. M, Marcador DNA
100 pb (Gibco BRL). Se muestran los
productos de amplificacion de diferentes
ecétopos del estado Anzoategui, D:
Doméstico (linea 1), PD: Peridoméstico
(linea 2), y S: Silvestre (linea 3), en
representacion de los estados en estudio; los
estados Sucre y Monagas mostraron el mismo
patron de bandas. Los productos de
amplificacion fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% vy el
DNA fue visualizado a través de tincion con
bromuro de etidio (Br Eth).

El patron de bandas en el analisis PCR-RFPLs,
generado por la accion de las enzimas BamHI/Kpnl,
sugirié variabilidad de la especie T. maculata en
relacion al ecétopo y/o del estado (4,5). Los estados
Monagas y Anzoategui mostraron  mayores
diferencias en cuanto al patrén de bandeo por
ecétopos (Fig. 4). El andlisis de estos patrones con el
programa Gel Compar Il (Version 5.1.), utilizando
criterios de Méaxima Parsimonia, Maxima y Minima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, revel6 una
topologia caracteristica para ejemplares de cada
estado. Sin embargo, las muestras de Anzoategui y
Monagas revelaron agrupamientos similares en los
perfiles genéticos, donde ejemplares de los ec6topos
S y PD tienen similitud de agrupamiento que difiere
de la agrupacion de los ejemplares D. Cabe destacar

39

que para identificar si existen variaciones genéticas
marcadas entre los estados, serd necesario realizar
pruebas donde se comparen ejemplares de distintos
estados para un mismo eco6topo, esto con el fin de
explicar de forma cuantitativa la posible existencia de
variabilidad intraespecifica en cada estado.

pb

2000
1000
750

S00
300

200
100

RREAR22

Fig. 4. Variabilidad del gen de la B-
tubulina de Triatoma maculata de
diferentes ecOtopos y regiones de
Venezuela. Productos amplificados del gen
de la B-tubulina fueron digeridos con las
enzimas  BamHI/Kpnl.  Lineas 1-3:
Anzoategui (1, D; 2, PD; 3, S); Lineas 4-6):
Sucre (4, D; 5, PD; 6, S). (M) Marcador
DNA 100 pb (Gibco BRL). Los productos
de amplificacion fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% vy el
DNA fue visualizado a través de tincion con
bromuro de etidio (Br Eth).

Estos resultados confirman los estudios previos sobre
la aplicabilidad de marcadores moleculares como Cyt-
b, rRNA 16S y g-tubulina entre otros, para evaluar la
genética de poblaciones en triatominos y obtener
informaciéon del flujo de genes sobre pequefias
distancias, es decir, las poblaciones por ec6topos. Por
otra parte, el estudio de variabilidad genética de T.
maculata mediante la técnica moleculares como el
andlisis de PCR-RFLP es una prueba robusta que
permite la diferenciacion entre subpoblaciones y
nichos ecoldgicos, tal como se demuestra en este
estudio. La variabilidad en los marcadores
moleculares describe parcialmente la asociacion con
los ciclos de transmision. Ello sugiere la importancia



en la vigilancia epidemiolégica para los vectores
secundarios que buscan ocupar el espacio dejado por
el vector domiciliario, con el fin de asegurar que estas
especies no se conviertan en un severo problema de
salud publica. Para ello, es necesario incrementar las
medidas de control a través de la capacitacion activa
de la comunidad, asi como disminuir la colonizacién
por triatominos en areas suburbanas, de manera que
este control sea sostenible en el tiempo.

En los estados Anzoadtegui y Monagas, la
continuidad de los ec6topos silvestres, domésticos,
peridomésticos y las caracteristicas propias de las
viviendas, podrian favorecer el desplazamiento de
los vectores y su establecimiento exitoso como
eslabon de los focos domiciliarios. Un ejemplo
particular de la region nororiental lo constituyen los
trabajos de Morocoima y col. (6), en los cuales se
reportaron palmeras infestadas con triatominos con
elevado indice de infeccion por T. cruzi, dentro de
un area de 100 metros alrededor de la vivienda,
representando un factor de riesgo para la
colonizacion domiciliar, aunado al elevado indice de
infeccion natural en la poblacion humana. Por otro
lado, cambios ayudados por las acciones
antropogénicas (deforestacién, caza) impactan el
habitat natural y por ende la fuente de alimento de
los triatominos, por lo cual los insectos son
presionados a migrar y buscar microambientes
similares a su habitat natural, hecho que podria
conducir a la domiciliacion de los vectores (3,5,6).

Conclusiones

Los estudios de variabilidad genotipica en T.
maculata mostrados en este estudio confirman una
adaptacion al domicilio por parte T. maculata.

Se corroboran, mediante técnicas genotipica
utilizando  distintos  marcadores  genotipicos,
procesos de adaptacion de T. maculata a cada
ecétopo (D, PDyS).
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Usar el genoma de microorganismos como biomarcador para generar pruebas diagnosticas innovadoras en formatos
amenos para su incorporacion en la rutina del diagndstico clinico ha sido una linea de investigacion del Laboratorio de
Genética Molecular, abarcando enfermedades endémicas en nuestro pais y la region como leishmaniasis, enfermedad de
Chagas y malaria, incluyendo el diagnostico diferencial de meningitis bacterianas. Esta investigacion ha estado
acompafiada por un componente de formacion que ha evolucionado desde pasantias, cursos cortos y materias de
ampliacion, hasta la consolidacion de una propuesta de formacion a nivel de especializacion, en conjunto con el Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel” y el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas. La especializacion en
Biologia Aplicada al Diagnostico esta dirigida a actualizar al profesional en los fundamentos teéricos y la aplicacion de
técnicas basadas en biomarcadores para el diagndstico de enfermedades endémicas y emergentes en el pais y la region,
atendiendo a su formacion integral en el manejo de las normativas de bioseguridad vigentes, enfocadas en la proteccion
del operario y del ambiente, con un alto sentido ético y sensibilidad social, construyendo a nivel nacional, la capacidad
diagnéstica laboratorial 6ptima al servicio de la vigilancia en salud con soberania, independencia y equidad.

Introduccion

La generacion de nuevos conocimientos |y
métodologias, asi como la incorporacién de técnicas
innovadoras orientadas a aumentar la sensibilidad y
especificidad de pruebas diagndsticas, utilizando
como  biomarcador al genoma de los
microorganismos y atendiendo a formatos amenos
para su incorporacion en la rutina del diagndstico
clinico, ha sido un tema de sostenida ocupacion en la
investigacion del Laboratorio de Genética Molecular
del Instituto de Biologia Experimental desde el
inicio de sus actividades en los afios 80.

Las experiencias mas tempranas estuvieron dirigidas
a la generacion de sondas de ADN vy a la sustitucion
de is6topos radiactivos en el marcaje, acoplados a la
incorporacién de la hibridacion in situ para el
analisis de frotis de lesiones para el diagnostico de
leishmaniasis (2,3) y de cortes de tejidos para la
identificacion temprana de la infeccion por Virus de
Papiloma Humano (VPH), en cortes de tejidos (9).
Estas experiencias constituyeron las primeras
incursiones para trasladar el diagnostico molecular
del laboratorio de investigacion al laboratorio clinico
en los centros de atencion hospitalaria del pais (Fig.
1).

Conociendo la posibilidad de amplificar de forma
especifica regiones del genoma mediante la sintesis
de ADN generado en la reaccion de polimerizacion

41

en cadena o PCR (por sus siglas en inglés,
Polymerase Chain Reaction), desarrollamos ensayos
para la identificacion de especies de Leishmania,
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli
utilizados en el diagnéstico diferencial de
infecciones en lesiones cutineas por especies de
Leishmania y en el diagndstico de la enfermedad de
Chagas (4). Realizamos estudios comparativos entre
la evaluacion por microscopia de muestras de sangre
y por ensayos de PCR de punto final para el
diagndstico de malaria por Plasmodium falciparum,
asi como para la deteccion de infecciones mixtas con
miras a optimizar el diagndstico en zonas endémicas
del estado Bolivar (12).

En la basqueda de métodos més sensible, sencillos y
préacticos para el diagnostico molecular en espacios
asistenciales 'y de diagnéstico en campo,
desarrollamos también dos pruebas basadas en la
amplificacién isotérmica autogenerada LAMP (por
sus siglas en inglés, Isothermic Loop Amplification):
una dirigida a la identificacion de Leishmania spp. y
el diagndstico de leishmaniasis cutanea (8) y la otra
para la deteccion de Trypanosoma vivax (1).
Igualmente, incorporamos dos ensayos para la
identificacion de T. cruzi y T. rangeli (11).
Posteriormente, ampliamos las pruebas moleculares
para incluir el diagnostico diferencial de meningitis
en nifios y niflas causada por Haemophilus
influenzae tipo b y otras bacterias, mediante el



disefio de un ensayo de deteccion de polimorfismos
por longitud de fragmentos de restriccion PCR-
RFLP (por sus siglas del inglés, Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms) sobre el ADN
ribosomal (ADNr), proponiendo ademas un
algoritmo que abarca desde la toma de la muestra de
liguido cefalorraguideo, su  preservacion y
procesamiento, hasta la definicién de una serie de
pruebas para el diagnoéstico molecular de meningitis
bacterianas (4).

Evolucién en la sistematizacion de la formacion:

i) Cursos cortos, pasantias y desarrollo de manuales
Esta iniciativa de desarrollo e innovacion en el
diagndstico ha estado acompafiada por una sostenida
labor de formacion en el pais y en la region (Tabla
1), orientando la investigacion bésica a la aplicacion
pertinente de los conocimientos. Durante décadas
hemos dictado cursos cortos, nacionales e
internacionales, de actualizacion en tecnologias de
punta y ofrecido pasantias a profesionales de
diferentes disciplinas (odontologia, bioanalisis,
medicina, antropologia, biologia, veterinaria,
vinculadas al
causadas  por

inclusive agronomia y botanica),
enfermedades

diagnéstico  de
microorganismos.

Fig. 1. Hibridacion in situ con sondas no radiactivas. A)
Promastigotes de cultivo de Leishmania mexicana
MHOM/BZ/82/Bel21, sonda pLgrl (2). B) Hibridacion en
secciones de biopsias de mucosa bucal embebidas en
parafina con sondas mixtas (VHP tipos 6, 11, 16 y 18)
para la deteccion de VPH en células epitelial (9). Las
sondas fueron marcadas con digoxigenina, detectadas con
anticuerpos anti-digoxigenina conjugados a fosfatasa
alcalina y revelados por colorimetria. 1000X.

42

Tabla 1. Cursos ofrecidos por el Laboratorio de Genética
Molecular.

lugar Coordi
LGMIBE Ramirez J L
Caracas' Venezucla

Guevma 7.y DaSivem, 5.
UNU BiolLac

"LGMIBEFacultad
de Ciendas'UCV
Cancas'Venezuela

200 Expresion de
PCR punto fin:

LGM/IBE Facult G P.
ad de U Lac/CDCH-UCV/
Ciencias/UCV Proyecto Misién Ciencias
Caracas'Venezuel  G-2007001442

a

néstico molecular al
o de las enfermedades
g nergentes y endémicas
causadas por parisitos y bacterias:

malariae. P. vi oval
Toma de muestra en papel FTA y
procesamicnto. Preparacion de
muestras para la reaceion LAMP.

University of West Indias
UNU/BioLac

University of
West Indias-
Kingston,
Jamaica

Intermational Biotechnology Symposium & 201 PCR en punto final.
Training Workshop “DNA Fingerprinting of 6 RAPDs

Plants: Approaches, Applications and

Relevance to the Agricultural Sector in the

Caribbean and Latin America”

prictica técuicas lugar Coordi

Postgrado en
Facultad de
Ciencias/ UCV
Caracas Venezuela

Guevara, P.
Proyecto LOCTI

a de moléculas biolégicas

PCR punto final

Matesia de ampliacioa 200
Bases del diagadstico molecular I: s
incipios de inmunol ogia aplicads

FCR punto final Fosigrado e Guevara, P.
Proyeet

Facultad de- taLOCTI
Ciencim/UCV
Caracas Venezuela

Esta experiencia ha sido acompafiada de una
sistematizacion del conocimiento para su uso
practico y de un incremento en el alcance a la
poblacion interesada en la aplicacion de estas
técnicas, a través de la publicacion de manuales de
protocolos y procedimientos para el diagnostico en
el laboratorio clinico especializado (2,4,5).

ii) Estructuracion de estas experiencias en un
programa de formacion de postgrado
Historicamente en el pais, el acento de los
programas de postgrado en ciencias y biomedicina
se ha dirigido a la formacion de investigadoras e
investigadores en ciencias basicas en los niveles de
Maestria y Doctorado. Estos programas no han
tenido el alcance suficiente sobre los espacios
asistenciales para impactar en la calidad de vida de
la poblacion. Hasta el presente, no contamos con una
oferta formal, particularmente disefiada a nivel de
especializacion, que responda a la demanda de
formacién de profesionales capacitados en la
transferencia y aplicacion oportuna de las
tecnologias basadas en biomarcadores para el
diagnostico de enfermedades causadas por
microorganismos y la identificacion del agente
etiologico.

En este sentido, en el afio 2004, en el contexto de la
Iniciativa Cientifica Milenio y el proyecto de red de
innovacion tecnoldgica “Diagnostico e



Identificacion Molecular de Microorganismos” (10),
identificamos la necesidad de crear un espacio de
innovacion que facilitara y promoviera el trabajo
colaborativo con un componente de formacion.
Propusimos la creacién de una Especializacion
Profesional en Identificacion y Diagnostico
Molecular como parte del programa de estudios de
postgrados integrados (10), el cual cuenta con la
participacion de diversas instituciones funcionando
en red, incluyendo los diferentes sectores y areas
estratégicas de salud, agroalimentaria, biotecnologia
y petréleo, presentada ante el postgrado en Biologia
Celular ese mismo afio.

En el marco la Ley Orgéanica de Ciencia y
Tecnologia, durante los afios 2007-2008 ejecutamos
el proyecto de postgrado en el cual ofrecimos dos
materias de ampliacion (Tabla 1) y dotamos el
laboratorio de los equipos e insumos necesarios para
el dictado de la materia de ampliacion
“Fundamentos de Genética Molecular”.

En el afio 2014, en colaboracion con el Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, centro de
referencia nacional para el diagnostico de las
enfermedades infectocontagiosas, reactivamos la
formulacion de la propuesta de especializacion (6,7)
e iniciamos la formacion con la oferta de varias
materias del programa como materias de ampliacién.

El proyecto de postgrado ha evolucionado a un
programa interinstitucional de especializacion en
Biologia Aplicada al Diagnostico, dirigido a
actualizar al profesional en los fundamentos tedricos
y la aplicacion de las nuevas técnicas de diagnostico
de enfermedades endémicas y emergentes en el pais
y la region, prestando atencion a su formacion
integral en el manejo de las normativas de
bioseguridad vigentes, enfocadas en la proteccion
del operario y del ambiente, cuyo plan de estudios se
muestra en la Fig. 2. El objetivo es formar
profesionales con un alto sentido ético y sensibilidad
social, con sélidos fundamentos tedricos y
habilidades para la aplicacion de tecnologias
emergentes basadas en biomarcadores para el
diagnoéstico de enfermedades causadas por
microorganismos, con el propdsito de alcanzar una
mayor capacidad diagndstica laboratorial a nivel
nacional al servicio de la vigilancia en salud con
soberania, independencia y equidad. En resumen,
formar profesionales que fortalezcan las capacidades
diagnosticas en los centros de salud en todas las
regiones del pais.
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Especializacién Biologia Aplicada al Diagndstico

CONOCE/APLICA/PROPONE

& N 7 N\ T =

Primer Periodo Segundo Periodo

Tercer Periodo

Fundamentos
parala

Proteinas c
Recombinantes

Topicos en
Actualzacion del

Topicos en
diagnéstico 3 yc

Actudzacion del
diagnbstico 3 ¢
Biomarcadores
Aplicacos al
Diagnostico 3Uc

3uc

Seminario lll i

Trabajo experimental en el laboratorio :
formaparte de |a fase de ejecucior

Epidemioiogia
Molecular

Seminariol
3uc

r:
n del Trabajo Final de grado
No tiene unidades de créatn

11UC
Un diaisemana
.

(Oucobligatoria

8/9uC

Dos dias /semana

7/8UC

J L Dos tias/semana
J

Dedicacion medio tiempo

27UC

Fig. 2. Plan de estudios del programa de especializacion
Biologia Aplicada al Diagndstico.

La especializacion esta planteada a medio tiempo,
con una modalidad presencial, tres periodos anuales
y una distribucion de wunidades curriculares
obligatorias (11 UC), optativas (7 UC) y tres
seminarios (9 UC), haciendo un balance entre los
contenidos teoricos y los préacticos. El trabajo de
laboratorio, conducente al Trabajo Final de Grado,
se inicia desde el primer periodo y los fundamentos
de investigacion y herramientas metodol6gicas son
abordados en los tres Seminarios de Investigacion.
Este proyecto de especializacion actualmente sigue
su curso de aprobacién en el Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” para ser considerado ante
las instancias del Ministerio para el Poder Popular
para la Educacion Universitaria, Ciencia y
Tecnologia como un Programa Nacional de
Formacion Avanzada con alcance en todo el
territorio nacional.
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Actualmente, contraer la Enfermedad de Chagas por via oral mediante la ingestion de alimentos contaminados con
Trypanosoma cruzi, ha adquirido mayor relevancia como problema de salud publica. La aparicion simultinea de gran
ntmero de casos agudos con una manifiesta morbilidad y mortalidad, la elevan a un plano epidemioldgico superior que
despierta cada vez mas el interés de investigadores y especialistas. Las cepas venezolanas de T. cruzi aisladas de vectores
silvestres o peri domiciliarios como Panstrongylus sp., en areas urbanas del Valle de Caracas, representan una “bomba
de tiempo” que podria explotar por algin descuido involuntario, como el ocurrido en el area metropolitana de Caracas en
el afio 2007. Los resultados de este trabajo demuestran como tras un muy breve contacto de una suspension de
tripomastigotes de la cepa AM-16 con la cavidad bucal de ratones NMRI, fue posible su diseminacién a otros tejidos.
Asi mismo, el hallazgo histolégico de infiltrados inflamatorios celulares (ICI) en lengua y estémago, a las 24, 48 y 72
horas después de la instilacién en la cavidad bucal, nos permite sugerir una penetracion activa del parasito a través de
estos tejidos, sugiriéndolos como puerta de entrada de T. cruzi.

Introduccion

La Enfermedad de Chagas es una protozoonosis del
hombre cuyo agente etioldgico es el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi. Su elevada prevalencia
y su gran impacto social y econémico la ubican,
después de la Malaria y la Esquistosomosis, como la
tercera parasitosis mas importante del mundo. Asi
mismo, su  elevada casuistica en los paises
endémicos, permite considerarla como la segunda
mas importante en Latinoamérica. En la actualidad,
se estima que existen entre 6 y 7 millones de personas
infectadas por T. cruzi a nivel mundial, la mayoria de
ellas en Latinoamérica, provocando 7.000 a 10.000
muertes/afio, hecho agravado por los mas de 25
millones de habitantes en riesgo de infeccidn,
abarcando 13 % de la poblacion de Latinoamérica.
(6). Su condicién de enfermedad endémica en paises
tropicales en vias de desarrollo, que afecta los estratos
menos privilegiados de la poblacién, le ha conferido
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (6)
la condicién de enfermedad tropical desatendida.
Hasta hace algunos afios la transmision contaminativa
por ingestion accidental del parésito (via oral), era
considerada como una via inusual de contraer la
Enfermedad de Chagas, mas bien propia del
mantenimiento del ciclo silvestre en la naturaleza.
Entre los afios 2007 y 2018, en Venezuela se han
reportado aproximadamente 343 casos de transmision
oral del Mal de Chagas, la mayor cantidad (287
personas) en la region Capital y sus alrededores, con
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mas de 5% de fallecidos (1,2,4,7). Las caracteristicas
de virulencia y patogenicidad mostrada por las cepas
de T. cruzi responsable de estos brotes “epidémicos”
y la emergencia causada en salud publica por los
numerosos casos de aparicién simultanea, han
llamado la atencion de muchos investigadores. El
ciclo peridoméstico y silvestre de este flagelado en
areas del Valle de Caracas tiene como protagonistas,
el parésito (Trypanosoma cruzi), el insecto vector mas
comun en la zona, Panstrongylus geniculatus y el
principal reservorio, el rabipelado (Didelphis
marsupialis). A nuestro laboratorio en Colinas de
Bello Monte acuden personas solicitando los servicios
para la identificacion de chipos y la verificacion de su
estado de infeccion con T. cruzi. Este servicio (ad
honorem), nos ha permitido obtener varios aislados
del parasito del area de Caracas que estan siendo
estudiados por investigadores y por estudiantes de la
Licenciatura en Biologia. Principalmente, la biologia
de la infeccion oral de la enfermedad en el modelo
murino (ratones), ha sido el objeto de nuestros
estudios. Para ello, hemos utilizado un enfoque
parasitologico, inmunoldgico, histopatologico y
molecular.

Resultados previos en nuestro laboratorio (3,8), han
demostrado mediante herramientas de taxonomia
molecular (PCR ADNK) que los aislados del Valle de
Caracas, (MACH-1 y YAGUA) pertenecen a la
especie Trypanosoma cruzi. lgualmente, hemos
demostrado que, en infecciones orales del raton,



ademas del tropismo cardiaco mostrado por estos
aislados, el parésito utiliza la cavidad peritoneal como
un reservorio donde se multiplica y alcanza una
concentracion  (tripomastigotes/ml) mayor que la
obtenida en sangre (8).

En este trabajo, hemos comparado la evolucion
parasitologica de la infeccién en ratones inoculados
por tres vias diferentes: la cavidad oral, la inoculacién
intragastrica y la intraperitoneal. Conjuntamente, se
llevé a cabo el estudio histopatoldgico de la mucosa
oral y gastrica, con miras a establecer la puerta de
entrada de los tripomastigotes utilizados. Como
control positivo se emplearon ratones inoculados
intraperitonealmente con el mismo inéculo y como
control negativo ratones sanos sometidos a la misma
manipulacion y sin suministrar parasitos.

Metodologia

Parasito: El parasito Trypanosoma cruzi (aislado
AM-16) utilizado en esta investigacion fue obtenido
de un chipo adulto Panstrongylus sp. capturado en
una vivienda ubicada en el Sector Santa Clara, El
Cafetal, Municipio Baruta, Distrito Capital,
Venezuela. Previamente, este aislado (AM-16) fue
identificado como T. cruzi mediante PCR ADNK y
su ciclo experimental fue estabilizado mediante
pases sucesivos en ratones y chipos Rhodnius
prolixus (8).

Infecciones experimentales: Para la via oral-cavidad
bucal (MB), 200.000 tripomastigotes en 0,05 ml de
PBS fueron instilados durante 1 minuto en la
cavidad bucal de 8 ratones hembras NMRI, mientras
que para la via gastrica (MG) e intraperitoneal (IP)
se empled el mismo numero de flagelados en un
volumen 4 veces mayor (0,2 ml) y en igual nimero
de ratones. En el caso de la infeccion por via
gastrica, se introdujo una canula acoplada a una
jeringa por la boca y se depositdé el indculo
directamente en el estomago de los ratones. El
progreso de la infeccion fue seguido en todos los
animales mediante evaluacion en fresco de la
parasitemia y por hematocrito. La concentracion de
flagelados en la cavidad peritoneal se determing por
contaje en la cdmara de Neubauer, dos veces por
semana (3). lgualmente, se registraron las
condiciones generales de salud, variaciones de peso
corporal y la sobrevivencia de los animales. La
evaluacion histopatolégica de mejillas, lengua y
estdbmago se llevd a cabo en otro grupo de 8 ratones
infectados con 200.000 tripomastigotes en 0,05 ml
de PBS en la cavidad bucal y estos fueron
sacrificados a razon de dos ratones/tiempo de
evaluacion a las 4, 24, 48 y 72 horas post-infeccion
(p.i). Un raton sano fue usado como control.
Muestras de exudado peritoneal fueron obtenidas
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durante la fase aguda de la infeccion y tefiidas con el
colorante Giemsa®.

Resultados

Durante la segunda semana de observacion, los
ratones de los grupos infectados por las diferentes
vias (MB, MG e IP) mostraron un evidente deterioro
en su condicion fisica: pelo erizado, dificultad de
movimientos sobre todo del tren posterior, respiracion
entrecortada, ojos “achinados” y pérdida significativa
de peso corporal.

La sobrevivencia en todos los grupos al final del
periodo de observacion (46 dias d.p.i.) fue MB 75% >
MG 50% > IP 42,85%. Estos resultados sugieren que
la infeccidn experimental de los ratones con el aislado
local AM-16 de Trypanosoma cruzi, por via oral en la
cavidad bucal, géstrica e intraperitoneal, fue exitosa.
Sin embargo, la presencia de tripomastigotes en
sangre (parasitemia) a causa de la invasion y
colonizacidn del parasito introducido por las tres vias,
no resulté igual. Paralelamente, la presencia de
tripomastigotes en la cavidad peritoneal mostr6 una
tendencia similar con 12,5%, 37,5% y 100% de
positividad en MB, MG e IP, respectivamente. La
evolucion de la parasitemia en el tiempo mostré que
los valores mas elevados se presentaron en los ratones
infectados en la cavidad bucal y directamente en el
estdmago antes de las dos semanas p.i., mientras que
en la cavidad peritoneal, la mayor concentracion se
detectd en el grupo infectado por via gastrica 35 d.p.i
La concentracion de parésitos fue mucho més elevada
en la cavidad peritoneal que en la sangre,
corroborando los resultados reportados anteriormente
en nuestro laboratorio (3,8). EI maximo numero de
paréasitos en este sitio siguid el orden creciente
IP>MG>MB, lo cual es explicable por la inoculacién
directa de todos los paréasitos en la cavidad peritoneal
y en el estbmago. Esta mayor concentracion de
tripomastigotes en la cavidad abdominal y su
permanencia durante la fase aguda, representa una
fuente alternativa para la obtencion de ADN de T.
cruzi, compensando la baja parasitemia que se detecta
en la mayoria de los aislados venezolanos y la
dificultad que constituye la obtencion de suficiente
ADN a partir de tripomastigotes sanguineos para la
realizacion de ensayos moleculares (PCR).

Evaluacion histopatoldgica

Focos inflamatorios en el tejido muscular de la lengua
y del estdbmago en los ratones infectados en la cavidad
bucal (MB) y en el estmago (MG), fueron
detectados histologicamente. En efecto, las muestras
tomadas 24 y 72 horas después de la infeccion en la
cavidad bucal (Figs. 1 y 2) muestran un foco
inflamatorio en la region muscular esquelética de la
lengua con un abundante infiltrado celular de tipo



inflamatorio (ver flechas). Una discontinuidad vy
disrupcion de las fibras musculares se apreciaron
claramente 72 horas p.i. (* en Fig. 2B). El estudio
histolégico del estdbmago, revel6 a las 24 horas post
infeccion la presencia de un notable infiltrado
inflamatorio en la region fandica y pildrica (Figs. 3y
4).

Fig. 1. Estudio histoldgico de la penetracion y colonizacion de
T. cruzi luego de la instilacion de tripomastigotes en la cavidad
bucal. Infiltrado celular inflamatorio observado a las 24 horas en
lengua A) Raton sano (control), B-D) Raton infectado. Tincién
H&E

discontinuidad y disrupcion de las fibras musculares. A) ratén
sano (control), B-D) Raton infectado. Las flechas sefialan el
foco inflamatorio observado en el tejido muscular. Tincién H &

Fig. 3. Foco inflamatorio a las 24 horas en region pilérica del
estbmago. A) Ratdn sano (control), B-D) Ratén infectado. El
recuadro y las flechas sefialan el foco inflamatorio localizado en
el tejido muscular. Tincion H & E.

Aun cuando no se detectaron parésitos libres ni nidos
de amastigotes en los cortes de los tejidos procesados
(lengua, mejillas y estdbmago), muestras del exudado
peritoneal de los ratones infectados revelaron
amastigotes y flagelados en el citoplasma de
macréfagos (no mostrado).
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del estémago. A) Ratén sano (control), B-D) Raton con 48 horas
de infeccion. VS: vaso sanguineo. Tincién H&E.

En las mejillas no se detectaron focos inflamatorios ni
nidos de amastigotes en los tiempos evaluados.

Discusion y conclusiones

Los ultimos brotes de Enfermedad de Chagas por
transmision oral ocurridos en nuestro pais han
evidenciado un claro aumento en la gravedad de las
manifestaciones clinicas durante la fase aguda de los
pacientes, en comparacion con los sintomas de la
transmision  vectorial del parasito. En esta
investigacion hemos llevado a cabo cuidadosamente
la infeccién oral (MB) y la inoculacion directa en el
estomago mediante sonda gastrica (MG) de ratones, y
la hemos comparado con la clasica inyeccion
intraperitoneal (IP). Nuestros resultados indican que
la mucosa gastrica parece ser una mejor puerta de
entrada para el parasito que la cavidad oral. En este
sentido, investigaciones realizadas por otros autores
(5) sobre la transmision oral de T. cruzi en el modelo
murino, han reportado que la invasion estd mediada
por una interaccion bioquimica del parésito con
células de la mucina géstrica, evidenciando la
participacion de la glicoproteina gp 82 de los
tripomastigotes en una relacion ligando-receptor con
las células de la mucosa. En nuestro caso, el infiltrado
celular inflamatorio detectado en la lengua podria ser
consecuencia de la penetracion del parasito por esta
via. En efecto, la presencia de tripomastigotes libres y
parasitos intracelulares (amastigotes y
tripomastigotes) en el exudado peritoneal, 13 d.p.i.
por via oral, indica el tropismo del aislado AM-16 de
T. cruzi por este nicho en la cavidad abdominal luego
de su penetracion y diseminacion a partir de otros
tejidos. Silva y col. (9), empleando tripomastigotes
metaciclicos bioluminiscentes de T. cruzi cepa
Dm28c, inoculados en la cavidad bucal, mostraron
que los parasitos no colonizaron la lengua de los
ratones BALB/c, mientras que si se evidenciaron en
la cavidad naso oral y en el estomago a los 21 d.p.i.
(9). Estos autores proponen la cavidad nasal como
puerta de entrada y de replicacion inicial de T. cruzi
luego de la infeccion oral. La ausencia o bajas



parasitemias reportadas por nosotros durante el
periodo de postracion sintomatoldgica de los ratones
infectados, parece ser contradictoria. Sin embargo,
esta conducta parasitoldgica ha sido reportada por
otros autores con aislados venezolanos. El hallazgo
mas sorprendente en esta investigacion lo constituy6
la rapida y violenta recuperacion del estado de
postracion de los ratones sobrevivientes (5 dias) y que
se mantuvo hasta el final de esta investigacion.

En conclusién, la procedencia, edad (tiempo de
infeccion) y tamafio del in6culo, la via de
inoculacion, estadio y especie a inocular, son
variables que deben ser consideradas y de las cuales
dependera el grado de virulencia de una cepa
determinada. Nuestros resultados sugieren que la via
de inoculacion del aislado AM-16, podria
relacionarse directamente con el retraso observado en
el dia de deteccion de la parasitemia (MB=MG>IP) y
con la aparicion de los tripomastigotes en la cavidad
abdominal (MB>MG>IP). No parece existir una
relacion directa entre sobrevivencia y parasitemia y si
hay una relacion directa entre la sobrevivencia y la
carga parasitaria en el corazon. Aungue en este
trabajo no se determind la carga parasitaria cardiaca,
reportes anteriores de nuestro laboratorio con aislados
silvestres del Valle de Caracas, han demostrado el
tropismo cardiaco en ratones NMRI (3,8), por lo que
planteamos que la mortalidad observada en nuestros
experimentos pudiera estar relacionada con la
presencia y aumento del nimero de parasitos en el
corazén y el dafio tisular que representa. Al contrario,
la posible respuesta inmunoldgica durante la fase
aguda inicial, podria haber contribuido a la
recuperacion clinica y a prolongar la vida de los
ratones sobrevivientes, pasando a desarrollar una
infeccion croénica. La via de administracion oral del
paréasito (mucosa bucal y gastrica) podria haber
influido en la marcada disminucidn de peso inicial,
sobre todo en el grupo MB, debido a la penetracion
de los parésitos a través de las mucosas, invasion y
colonizacion de las células con la consecuente
respuesta inflamatoria del sistema inmunolégico. En
este sentido, podriamos inferir que debido a los
procesos inflamatorios observados en la cavidad
bucal y estbmago de los animales, la ingesta de
alimento, asi como la digestion, se vieron afectadas
en el grupo inoculado en la cavidad bucal, influyendo
en la pérdida de peso observada al inicio. La no
deteccion de nidos de amastigotes pudo deberse al
tiempo de toma de muestra, lo que nos conduce al
planteamiento de nuevos experimentos en este
sentido.
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El embalse Petaquire, construido en el afio 1929, actualmente abastece de agua al sector oeste del Estado Vargas. Hasta
la fecha, no ha habido un estudio referente a la comunidad plancténica ni sobre otros aspectos sobre sus caracteristicas
limnoldgicas. Por tal motivo, se propuso determinar las variaciones mensuales (julio 2015 — marzo 2016) de la
abundancia y biomasa del zooplancton a diferentes profundidades (superficie, intermedio y fondo). Las muestras fueron
tomadas cerca del dique con una trampa de Schindler-Patalas (12 litros), y preservadas con solucién de formaldehido
(concentracidn final 4%). La abundancia se determiné por conteo en camaras de Sedgwick-Rafter (1 mL), mientras que
la biomasa se estim6 como peso seco tras desecar los organismos a 60°C por 20-24 horas y ser pesados en una
ultramicrobalanza. La comunidad zooplanctdnica estuvo dominada por los rotiferos, siendo Keratella americana y
Polyarthra remata las especies dominantes. La abundancia promedio del zooplancton fue de 51 ind./L + 39, mientras
que el promedio de biomasa fue de 38,8 pg p.s./L + 11,4. La dominancia de los rotiferos, asi como la presencia del
copépodo Thermocyclops decipiens, aunado a los valores de abundancia y biomasa del zooplancton, son indicativos del

proceso de eutrofizacion del embalse.

Introduccion

El embalse Petaquire es el Unico lago artificial del
Estado Vargas y fue construido en el afio 1929 con
el objetivo de regular el caudal del rio Petaquire para
aprovechamiento hidroeléctrico; actualmente su
funcion es abastecer el sector oeste de los
acueductos del estado Vargas, y en particular las
poblaciones de Carayaca y Tarma (Castillo y col.,
1973). A pesar de haber sido construido hace mas de
80 arios, hasta la fecha no se han realizado estudios
referentes a la comunidad plancténica ni a sus
caracteristicas limnolégicas.

En vista de lo anteriormente expuesto, y como parte
del proyecto “Construccion colectiva de indicadores
de salud humana”, adelantado por el Centro de
Ecologia del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) y el Laboratorio
de Limnologia del Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de
Venezuela (UCV), se propuso como objetivo evaluar
las variaciones mensuales en la composicion,
abundancia y biomasa del zooplancton en el embalse
Petaquire.

Area de estudio
El embalse Petaquire esta ubicado en la vertiente
norte de la Cordillera de la Costa en el estado
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Vargas (10°28°06,5”N, 67°09°13,2”W), a una altitud
de 1300 m.s.n.m. (Fig. 1). Es una gran cuenca
hidrografica y por eso su conservacién es una
prioridad nacional debido a la importancia
estratégica que ésta representa, por los servicios
ambientales prestados y las actividades econémicas
que en ella se desarrollan. El area superficial del
embalse es de 185.000 m?. Su volumen aproximado
es de 2.691.000 m® en el nivel normal de operacion y
su profundidad media es de 14,5 m (1).

VENEZUELA

Fig. 1. Ubicacion relativa del embalse Petaquire,
mostrando la localidad de estudio (X).



Materiales y métodos

Las muestras fueron colectadas mensualmente de
julio 2015 a marzo 2016 en una localidad cercana al
dique del embalse, mediante el uso de una trampa de
Schindler-Patalas (12 L de capacidad) en la
superficie (0 m), nivel intermedio y fondo de la
columna de agua. Los especimenes fueron
preservados con una solucion de formaldehido al 4%
de concentracion final.

La abundancia del zooplancton se estimé a partir del
conteo de submuestras de 1 mL (por duplicado) en
camaras de Sedgwick-Rafter con la ayuda de un
microscopio de luz (9). Por su parte, la biomasa total
del zooplancton se estimd mediante la seleccion de
todos los organismos contenidos en una alicuota de
0,1 mL y determinacién del peso seco de los
organismos luego de su desecacion a 60°C en una
estufa por un tiempo de 20-24 horas (2). El peso se
determind en una ultramicrobalanza Mettler M3
(precision de 1 pg). Los andlisis se realizaron por
duplicado.

Resultados

Composicion de la comunidad zooplancténica. Se
identificaron 10 taxones del zooplancton (Tabla 1),
siendo los rotiferos el grupo mas diverso con 6
especies. Las especies dominantes durante el periodo
de estudio fueron Keratella americana y Polyarthra
remata. Los protozoarios estuvieron representados
por dos especies y el resto de los grupos estuvieron
representados por una sola especie.

Tabla 1. Taxones del zooplancton identificados en el
embalse Petaquire durante el periodo de estudio.

COPEPODA
Thermocyclops decipiens

CLADOCERA
Diaphanosoma birgei

ROTIFERA
Brachionus calyciflorus
Filinia longiseta
Hexarthra sp.

Keratella americana
Lecane sp.

Polyarthra remata

PROTOZOA
Centropyxis sp.
Vorticella sp.
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En lo que respecta a los copépodos, se debe destacar
que  estos  estuvieron  representados  por
Thermocyclops decipiens (Copepoda, Cyclopoida),
con un alto porcentaje de nauplios (larvas) y un bajo
porcentaje de copepoditos (juveniles) y de adultos.

Abundancia del zooplancton. La Fig. 2 presenta las
variaciones de la abundancia del zooplancton en
cada uno de los tres estratos de la columna de agua
durante el periodo de estudio.
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Fig. 2. Variaciones de abundancia del zooplancton
en cada uno de los tres estratos de la columna de
agua durante el periodo de estudio.

En promedio, la mayor abundancia se registré en el
nivel intermedio (alrededor de los 6 m de
profundidad), con 65 + 56 Ind./L, seguida por el
nivel superficial, con 52 = 33 Ind./L, y finalmente el
estrato profundo (alrededor de los 11 m de
profundidad), con 37 + 19 Ind./L. En todos los
casos, los menores valores se presentaron durante el
mes de octubre, mientras que los maximos valores se
registraron durante el mes de julio. Los minimos
valores se detectaron en el estrato profundo, excepto
durante agosto, cuando se registré en la superficie
del cuerpo de agua, mientras que los maximos
valores se observaron en el estrato intermedio,
excepto en los meses de noviembre, enero y marzo.
También pudo observarse que, con la excepcién del
mes de julio, hubo una homogeneidad relativa en la
densidad de organismos zooplancténicos a lo largo
de la columna de agua durante el periodo de estudio.

La abundancia promedio del zooplancton en la
columna de agua varié entre 16 y 133 Ind./L en
octubre y julio, respectivamente, con un valor medio
de media de 51 + 34 Ind./L (Fig. 3).

En cuanto a las proporciones de los diferentes
grupos del zooplancton, los rotiferos fueron
dominantes a lo largo de todo el periodo de estudio,
representando en promedio el 72,5% del total de la



comunidad, seguidos por los copépodos con el
21,9%, los claddceros con el 4,7% y los protozoarios
con el 0,9% del total (Fig. 4).
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Fig. 3. Abundancia promedio del zooplancton en la
columna de agua durante el periodo de estudio.
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Fig. 4. Proporciones de los diferentes grupos del
zooplancton durante el periodo de estudio.

Biomasa del zooplancton. Las variaciones de la
biomasa del zooplancton en el embalse Petaquire se
muestran en la Fig. 5. Puede apreciarse que las
variaciones de biomasa presentaron una tendencia
parecida a la de las variaciones de abundancia.
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Fig. 5. Variaciones de biomasa del zooplancton en
cada uno de los tres estratos de la columna de agua
durante el periodo de estudio.

En promedio, los mayores valores de biomasa se
registraron en el nivel superficial (48,6 = 15,0 pg
p.s./L), sequidos del estrato intermedio (39,2 £ 12,6
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Mg p.s./L) y del estrato profundo (28,6 £ 10,0 pg
p.s./L). Al igual que la abundancia, los menores
valores de biomasa de los niveles superficial e
intermedio se registraron en octubre, mientras que el
menor valor del estrato profundo se registré en
septiembre. Por su parte, para todos los estratos, los
mayores valores se observaron en julio.

La Fig. 6 muestra los valores promedios de biomasa
considerando toda la columna de agua. Se noté la
misma tendencia registrada para la abundancia del
zooplancton, aunque el menor valor se registrd en
septiembre (25,1 + 12,0 pg p.s./L), mientras que el
méximo valor se observo en julio (60,3 + 17,5 pg
p.s./L). El promedio del periodo de estudio fue de
38,8 +11,4 ug p.s./L.
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Fig. 6. Biomasa promedio del zooplancton en la
columna de agua durante el periodo de estudio.

Discusion

Los embalses son sistemas complejos que presentan
un patrén dindmico, cambios rapidos en los
mecanismos de funcionamiento y gradientes
horizontales y verticales (7). En ellos, el zooplancton
es controlado por multiples factores, entre los que
destacan el tiempo de retencion del agua, la
depredacion, la eutrofizacion y la entrada de
pesticidas y herbicidas de sus cuencas de drenaje (5).

La comunidad de rotiferos presentd la mayor riqueza
de especies, en concordancia a lo propuesto por
varios autores que exponen que los rotiferos
dominan las comunidades del zooplancton en lagos
y embalses tropicales y subtropicales (5,6), todo ello
debido a su estrategia de reproduccion rapida bajo
condiciones de estrés hidrodinamico, comuUn en este
tipo de ambientes. Asi mismo, Gonzalez y col. (3)
encontraron que la dominancia de rotiferos sobre los
otros grupos del zooplancton en embalses
venezolanos se puede asociar a condiciones
eutroficas. De modo similar, la presencia del
copépodo Thermocyclops decipiens y del cladécero
Diaphanosoma birgei también se ha asociado a
ambientes eutréficos (4,8).



A pesar de los valores de fosforo total mayores a
100 pg/L y de clorofila-a mayores a 20 pg/L (datos
no publicados del proyecto), propios de sistemas
eutroficos, y a pesar de la presencia de especies
indicadoras de condiciones eutréficas, tanto los
valores de abundancia como los de biomasa del
zooplancton pueden considerarse de bajos a
moderados, propios de condiciones entre
oligotréfica y mesotréfica. Sin embargo, la
observacion “in situ” del uso de biocidas en las areas
circundantes del embalse y que pudieran estar
llegando a sus aguas por escorrentia, pudiera
explicar esta aparente discordancia entre estos
valores y la condicion eutrofica del sistema.

En este estudio, la abundancia y la biomasa del
zooplancton presentaron tendencias similares en sus
variaciones temporales, comportamiento que ya ha
sido registrado en otros embalses venezolanos (3).
De igual modo, estas variaciones parecieron
supeditarse a las fluctuaciones de las condiciones
ambientales y, tal como se ha expresado, al uso de
biocidas en las vecindades del embalse.
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Conducta de aproximacion las hembras de Physalaemus
pustulosus y Physalaemus fischeri (Leptodactylidae) durante la
fonotaxis en ambientes acusticos de complejidad creciente
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Las vocalizaciones de los machos son la sefial reproductiva primaria en muchas especies de anuros. Las hembras
responden acercandose a los machos (fonotaxis). El andlisis de las conductas durante la fonotaxis puede ser (til para
determinar cuan “seguras” estan las hembras de su decision al iniciar el recorrido y si la revisan en el camino. Una hembra
“indecisa” se aproximara a varios machos antes de hacer su eleccidn e iniciara su recorrido en cualquier direccion respecto
al macho elegido. La “indecision” podria incrementarse con la complejidad del ambiente actistico 0 con la similitud entre

los cantos percibidos. Aqui se evalGa la conducta de fonotaxis en

dos especies de leptodactilidos (Physalaemus

pustulosus y Physalaemus fischeri) en tres condiciones acusticas de complejidad creciente por medio de bioensayos en el
laboratorio. Los resultados preliminares indican que las hembras inician su recorrido en la direccion “correcta” (i.e., hacia
el canto que finalmente eligen) y que no se acercan al canto no elegido; sin embargo, los recorridos son mas largos y
sinuosos en las condiciones mas complejas. Concluimos que las hembras han tomado una decisién al iniciar el recorrido,
pero es revisada en funcién de la complejidad de la situacion de eleccion.

Introduccion

El laboratorio de Comportamiento Animal analiza la
comunicacién acustica en anuros como linea principal
de investigacion. Se abordan diferentes aspectos de la
conducta vocal de los machos (10,13,14) y las
preferencias de apareamiento de las hembras (12,15).
También se exploran otros factores que afectan la
evolucion de las caracteristicas de los cantos de
anuncio de los machos (p.e., el ambiente de
transmision, la coexistencia con heteroespecificos)
(11). En el anélisis de las preferencias de las hembras
se utilizan cominmente los bioensayos con playbacks
(reproduccion de cantos a través de altavoces). En
estos experimentos el interés se centra en la eleccion
que hacen las hembras (p.e., la fuente de sonido a que
se aproximan). Sin embargo, la conducta de las
hembras durante la fonotaxis tipicamente se pasa por
alto (algunas excepciones en 1,3,4,7), aunque puede
ser muy importante para explorar otros aspectos de
las decisiones reproductivas de las hembras. Por
ejemplo, podemos examinar si las hembras evallan a
los machos de cerca (a menos de un salto de
distancia), si evallan a corta distancia a varios
machos (quizad los vecinos mas cercanos) antes de
elegir a uno en particular, si se aproximan a los
machos siguiendo rutas o recorridos directos o
sinuosos, o si cambian la direccion de aproximacion
hacia un macho antes de llegar a él dirigiéndose a
otro. Estos patrones pueden revelar elementos del
sistema de toma de decisiones de las hembras, su
motivacion y cdmo se actualiza la decision a lo largo
del recorrido en funcién de cambios en el entorno
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acustico (1,4). Debemos tener presente que en anuros
que forman coros (agregaciones de machos que
vocalizan), la composicién, el nimero de emisores y
la ubicacion espacial puede cambiar de un momento a
otro, especialmente en especies que no defienden
territorios reproductivos permanentes. De modo que,
durante el recorrido hacia un macho que ha sido
detectado a cierta distancia, puede comenzar a
vocalizar o aparecer otro méas atractivo e interferir con
la decision previa o incluso abolirla. EI dinamismo de
los coros favorece la evolucion de sistemas de toma
de decisiones que permitan actualizarlas. No obstante,
la actualizacion también involucra costos para las
hembras, en tiempo, energia y probabilidad de
depredacion, entre otros (5).

En este trabajo se evalla la factibilidad de explorar la
toma de decisiones de las hembras a través del
analisis de la conducta de las hembras de dos especies
de leptodactilidos, Physalaemus fischeri vy
Physalaemus (=Engystomops) pustulosus y durante
bioensayos de eleccion dual (p.e., dos opciones
acusticas disponibles); especificamente evaluamos el
comportamiento de aproximacion hacia los altavoces.
Para ello, exponemos a las hembras a varios
escenarios acusticos en los que se explora el efecto de
la interferencia temporal de los cantos (caso P.
pustulosus) y de la similitud entre cantos (caso P.
fischeri) sobre su comportamiento de acercamiento.
En cuanto al primer caso, sabemos que la
interferencia incrementa la probabilidad de elecciones
erréneas por las hembras (p.e., elegir un canto poco
atractivo), las cuales tienen un costo reproductivo



(p.e., aparearse con un macho de bajar calidad, en un
territorio pobre). En el segundo caso, la similitud
entre los estimulos dificulta la discriminacion de las
diferencias y también puede derivar en decisiones
suboptimas. Pensamos que un entorno acustico
relativamente sencillo (sin interferencia o con
grandes disimilitudes entre cantos) favorece la
discriminacion (diferenciacion) de los cantos, facilita
la toma de decision temprana de la hembra y esto se
reflejaria en su conducta de aproximacion. Pensamos
gue la aproximacién de la hembra seria mas compleja
cuanto mas complejo el entorno acustico. Ahora bien,
¢como definimos la complejidad de la aproximacion?
Utilizamos tres criterios: la orientacion del
movimiento de inicio del recorrido de la hembra
respecto a la posicion del canto que finalmente elije,
el nimero de giros o cambios de direccion que realiza
durante el recorrido (la linealidad del recorrido), vy el
namero de aproximaciones cercanas al altavoz antes
de elegir. Especificamente, pensamos que cuanto mas
complejo sea el entorno, menos orientado sera el
inicio del movimiento (p.e., mayor sea el angulo de
inicio del recorrido), mas sinuoso sera el recorrido y
mas aproximaciones al altavoz serdn necesaria antes
de elegir.

En P. pustulosus utilizamos tres entornos de
complejidad creciente: (@) s6lo dos cantos
coespecificos perfectamente alternados sin ninguna
superposicion y (b) sélo dos cantos coespecificos
contiguos y (c) dos cantos coespecificos parcialmente
superpuestos (Fig. 1). Con P. fischeri analizamos el
sistema de reconocimiento coespecifico en tres
condiciones, de complejidad creciente (Fig. 2): (a) un
canto conspecifico perfectamente alternado con un
estimulo tedricamente neutro (esta condicion presenta
la menor complejidad porque hay un solo estimulo
relevante), (b) un canto coespecifico alternado con
uno de otra especie cercana filogenéticamente y
alopatrida (Physalaemus ephippifer) (esta condicion
presenta dificultad mayor porque implica la
discriminacion de cantos que comparten atributos
acusticos ancestrales), y (c) dos cantos coespecificos
con un coeficiente de similitud alto (CCC=0,985).

Métodos

Se utiliz6 una arena experimental construida en una
habitacion insonorizada, en la cual se colocaron dos
altavoces ubicados en lados opuestos. Una hembra
receptiva (capturada en amplexo y que no habia
desovado) se coloco bajo un recipiente, transparente
acustica y visualmente, en el centro de la arena. El
recipiente se retiraba accionando algin mecanismo
remoto en un momento particular, de modo que la
hembra podia moverse libremente en la arena (ver
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detalles del método en 15). Los criterios para
determinar que la hembra habia realizado una
eleccién dependieron de la conducta tipica de la
especie observada en campo: acercarse y esperan que
el macho las abrace (15). Previo a los bioensayos se

A) 1 2
[
B) 1 2

Y

e

aclimataron las hembras a las condiciones
experimentales durante un periodo de 30 minutos a 2
horas. Cada bioensayo dur6 15 minutos como
maximo.

Q)

[y
N

¥

Fig. 1. Arreglo temporal de los cantos utilizados en los
bioensayos con P. pustulosus. Los cantos emitidos por los
altavoces (1, 2) se muestran con colores diferentes. A)
alternados, B) contiguos, C) superpuestos.

A) 1

— > -

B) 1 2

— > -

Q) 1 2
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Fig. 2. Representacion esquematica de los cantos
utilizados en los bioensayos con P. fischeri. Los cantos
emitidos por los altavoces (1, 2) se muestran con patrones
diferentes. A) coespecifico, irrelevante, B) coespecifico,
heteroespecifico, C) coespecificos similares. Las
combinaciones de formas y colores ilustran la similitud-
diferencia entre cantos.

En el suelo de la arena experimental se dibujé una
cuadricula con coordenadas horizontales (eje X) y
verticales (eje y), que permitian referenciar la
posicién y orientacion de la hembra en una hoja de
registro. Los registros se digitalizaron y se analizaron
con el programa Maya®, disefiado para animacion
modelado y simulacion digital. Hasta ahora, las
variables medidas han sido: (a) orientacién del
movimiento inicial (derecha, izquierda, norte, sur) (el
eje de ubicacion de los altavoces se denomind
arbitrariamente derecha-izquierda), etiquetada como
+1 si se orientaba hacia el cuadrante con el altavoz
elegido, -1 si era hacia el cuadrante contrario y como
0, si era hacia los cuadrantes perpendiculares; (b)
nimero de cambios de direccion durante el recorrido;
(c) la longitud total del recorrido, y (d) el namero de
acercamientos a cada altavoz. Para medir la longitud



del recorrido se utilizé una herramienta del programa
que permite iterar pequefios segmentos del recorrido
total y generar un valor global, y para medir el
cambio de direccion se utiliz6 una escala ordinal.
Para cada cuadro se registr6 si la direccion del
movimiento se mantenia (se registra como 0), se
orientaba al altavoz elegido (se registra como +1) o al
altavoz no elegido (se registra como —1). Cuanto mas
sinuoso sea el recorrido mayor el nimero de cambios
+1 -1, cuanto menos sinuoso, mayor el nimero de 0.
Se espera que en situaciones de eleccion “sencillas”,
el primer movimiento de la hembra sea en la
direccion del altavoz que finalmente fue elegido, el
recorrido sea mas corto, se realicen menos
acercamiento (o0 ninguno) al altavoz no preferido y el
recorrido sea mas rectilineo (sin cambios o con pocos
cambios de direccién) 0 menos sinuoso.

Resultados y discusién

Los resultados obtenidos hasta ahora (se describen
cualitativamente) indican que la mayoria de las
hembras de P. pustulosus inician su recorrido en
direccion al altavoz elegido o en una direccidn
neutra, en todas las condiciones experimentales
(82% de las hembras en promedio), evallan el
altavoz elegido una sola vez y permanecen cerca de
él (70% de las hembras), y rara vez visitan el altavoz
no elegido (95% de las hembras); sin embargo,
realizan recorridos mas largos y mas sinuosos
cuando los cantos se superponen (Fig. 1C) que en
las condiciones mas sencillas. La respuesta de las
hembras de P. fischeri fue andloga: todas las
hembras iniciaron el recorrido en direccion al
altavoz elegido cuando tenian un Unico estimulo
relevante (Fig. 2A), 90% lo hicieron cuando el canto
coespecifico era emitido en alternancia con el
heteroespecifico (Fig. 2B) y 70% cuando los cantos
eran similares (Fig. 2C), y visitaron el altavoz no
elegido al menos una vez (85% de las hembras)
cuando los cantos eran similares (cantos
coespecificos); ademas, la sinuosidad del recorrido y
la longitud fueron mayores cuando los cantos que
percibian eran mas similares entre si (cantos
coespecificos) que cuando eran mas disimiles (un
canto coespecifico y otro heteroespecifico),
condiciones en las que mostraron recorridos rectos
desde el inicio en 90% de los casos.

Globalmente, la conducta de aproximacion de las
hembras de ambas especies sugiere ya han tomado
una decisién cuando inician el movimiento; sin
embargo, las diferencias en la longitud y sinuosidad
del recorrido relacionadas con la complejidad de la
tarea, sugieren que las hembras revisan o confirmar
esa decision a media que sea cercan al emisor, por
ejemplo, al cambiar su orientacién y escucharlos
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desde diferentes angulos. Por supuesto, ésta no es la
Unica explicacion posible para la asociacién entre la
complejidad de la tarea y del recorrido. Por ejemplo,
un entorno acustico complejo, como el modelado al
superponer cantos, indica un mayor namero de
emisores y también se asocia a una mayor
probabilidad de depredacion porgue los coros
NUMErosos son mas atractivos para los depredadores
que los coros pequefios (9). Ademas, en un entorno
natural complejo (pensamos que lo observado
durante los bioensayos es una representacion
apropiada de lo que ocurre en la naturaleza), la
probabilidad de perturbaciones por encuentros con
otros machos o hembras, también aumenta, lo que
promoveria que las hembras actualicen la ruta de
aproximacion al macho regularmente. En
condiciones naturales, dindmicas, la actualizacion
del recorrido puede deberse a cambios en la
composicion y actividad del coro.

La toma de decisiones reproductivas se ha visto como
un proceso en dos etapas: evaluar la sefial y aplicar la
decision (16), pero esta vision ignora la iteracion de
lo ocurre mientras se ejecuta la decision (p.e.,
actualizacion temporal de las sefiales). Los resultados
de este trabajo indican que las hembras han tomado
una decision cuando inician el movimiento pero de
ninguna manera sugieren que es un proceso cerrado
desde su inicio. En estudios previos con P. pustulosus
no se han observado inversiones en la direccion del
movimiento en condiciones no dindmicas de emision
de cantos, esto es, cuando no se modifica el tipo de
canto o0 su ubicacion durante la expresion del
recorrido de la hembra (3). Sin embargo, en
condiciones dinamicas (p.e., cuando se modifica
algin elemento del canto durante la fonotaxis),
aproximadamente 50% de las hembras pueden
responder a estos cambios subitos, invirtiendo la
fonotaxis si el canto elegido inicialmente ahora
resulta menos atractivo que el canto con que se estaba
contrastando (4).

En este trabajo también observamos que la mayoria
de las hembras no se aleja del altavoz seleccionado
después de hacerse acercado a él. En P. pustulosus, la
hembra permanece inmévil cerca del altavoz, muchas
veces de espalda (como cuando promueve que el
macho inicie el amplexo axilar en el campo), o se
mueve alrededor, sin separarse més de 2 6 3 cm. En
P. fischeri las hembras, ademas, tocan con las patas
delanteras o traseras el altavoz, una conducta que
también muestran en el campo (15). Este rasgo
distintivo de la conducta de eleccion (mantenerse
cerca) se ha denominado perseverancia (4) y es
también un indicador del compromiso reproductivo



de la hembra y de su motivacion (2,3). Las hembras
jévenes y los machos no muestran el mismo grado de
perseverancia.

Por ahora, concluimos que es necesario
complementar los bioensayos de fonotaxis con
observaciones detalladas de la conducta de las
hembras (8). Los detalles conductuales pueden ayudar
en la interpretacion de los resultados pero ademas
sugieren nuevas variables a considerar para evaluar
aspectos como: la motivacién reproductiva y la
repetitividad de las respuestas. Por ejemplo, la
conducta errdtica de las hembras durante un
bioensayo (repetidos cambios de direccion, multiples
acercamientos a los altavoces) puede indicar poca
motivacién reproductiva, y uno muy direccional lo
contrario. Ademas, puede ayudar a decidir si una
respuesta es consistente (p.e., repetible, la hembra
volveria a escoger el mismo canto si se expone a la
misma situacion varias veces) y evaluar el efecto
evolutivo (sobre los cantos) de estas respuestas,
especialmente si la inconsistencia es un rasgo comun
en la poblacion. En algunos trabajos previos, otros
autores han encontrado que las hembras que estan
proximas a desovar y ain no han realizado una
eleccion pueden ser permisivas en su respuesta, y
elegir cualquier macho, tanto mas cuanto menos
tiempo tengan disponible (17), y que el riesgo de
depredacion también incrementa la probabilidad de
mostrar respuestas permisivas y cometer errores (6).
El andlisis de la conducta de las hembras durante la
fonotaxis emerge como un elemento indispensable en
futuras investigaciones.
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El banano es la fruta fresca mas exportada del mundo (US$ 10.000 mn/afio). Es una fuente esencial de ingresos para
miles de hogares rurales en los paises en desarrollo, de ahi la importancia de implementar protocolos de multiplicacion
clonal eficientes para la produccion masiva de esta fruta. En el trabajo analizaremos el crecimiento in vitro de &pices de
yemas florales masculinas, de dos cultivares comerciales de banano, el guineo Manzano (Musa AAB) o “lady finger” y
el CIEN BTA-03, obtenido en nuestro laboratorio, tetraploide (Musa AAAA) y resistente a Sigatoka. Los apices florales
fueron aislados y colocados en medios de cultivo con sales de Murashige y Skoog, vitaminas, sustancias de crecimiento,
agar y azlcar. Los tejidos fueron incubados en una camara de crecimiento a 30 + 2°C, bajo luz continua. EI mayor
desarrollo de los brotes fue en la combinacién 5 mg/L de BA y 15% de agua de coco. A los 9 meses de cultivo, después
de 3 repiques, se observé la produccidn de brotes, multiyemas y plantas completas. Se obtuvo un promedio de 30
brotes/explante para el cultivar CIEN BTA-03 y 12 brotes/explante en el cultivar Manzano. Las raices se indujeron en

medio MS sin sustancias de crecimiento.

Introduccion

La fruticultura en Venezuela ocupa el tercer lugar
dentro del sector agricola vegetal. Existen 167.691 Ha
de frutales y una produccion 2.232.088 TM por afio,
siendo los principales: platano y otros (577.146 TM),
banano (470.594 TM), pifia (452.654 TM) y naranjo
(309.929 TM), segin FAOSTAT (3). De acuerdo a
esta misma fuente de informacién, el banano ocupa la
tercera posicién en la produccion de rubros vegetales
detras de la cafia de azlcar (3.331.252 TM) y el maiz
(1.465.379 TM). Es una fruta de alto consumo en
nuestro pais, pero se ha observado una gran
disminucion en la produccion. En el afio 2000,
Venezuela ocupaba la posicion 15 entre los veinte
paises de mayor produccién en el mundo, y para el
2002 ya no estaba entre los veinte.

El banano se cultiva en todas las regiones tropicales y
tiene una importancia fundamental para las
economias de muchos paises en desarrollo. En
términos de valor bruto de produccion, el banano es el
cuarto cultivo alimentario mas importante del mundo,
después del arroz, el trigo y el maiz. El banano es un
alimento basico y un producto de exportacién. Como
alimento, los bananos, incluidos los platanos y otros
tipos de bananos de coccién, contribuyen a la
seguridad alimentaria de millones de personas en gran
parte del mundo en desarrollo y, dada su
comercializacion en mercados locales, proporcionan
ingresos y empleo a las poblaciones rurales.
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Las variedades de banano tradicionalmente se
propagan en forma vegetativa por cormos, pero uno
de los principales problemas que presenta propagarlo
convencionalmente es que la tasa de multiplicacion es
baja. Adicionalmente el banano es susceptible a
diferentes tipos enfermedades causadas por hongos
como Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) vy
Mal de Panama (Fusarium oxysporum f.sp. cubense),
bacterias como Hereque (Ralstonia solanacearum), y
virus (1). Es por estas razones que en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biologia
Experimental de la UCV, nos hemos dedicado desde
el afio 2000, a establecer en forma exitosa diferentes
protocolos de multiplicacion de banano in vitro
basados en el uso de diversos tipos de explantes:
meristemos y yemas vegetativas, escalpos y manos
florales masculinas inmaduras (4,6,7,8); tipos vy
concentraciones variadas de sustancias de crecimiento
(citocininas, auxinas y giberelinas) y diferentes
métodos de cultivo in vitro (microesquejes,
organogénesis y embriogénesis somatica). En general,
esos protocolos son altamente productivos, pero en la
mayoria de ellos, la regeneracién es mediante
organogenesis 'y embriogénesis somatica, ambas
indirectas (exceptuando los cultivos de meristemos y
de yemas vegetativas, que producen brotes en forma
directa). Esos procesos de regeneracion indirecta, se
realizan a través de la formacion de callo, lo que
incrementa la probabilidad de la aparicién de
variantes somaclonales.



En la presente investigacion reportamos la exitosa
regeneracion de los bananos Manzano y Cien BTA-
03, mediante organogénesis directa, a partir del
cultivo de apices de yemas florales masculinas
inmaduras. Adicionalmente, se describen aspectos de
los procesos morfo anatémicas y se realiza una
comparacion morfoldgica de eventos gque se observan
en el cultivo in vitro de flores masculinas, en relacion
con los observados en el cultivo de apices de yemas
florales masculinas de ambas variedades.

Materiales y métodos

Se colectaron de yemas masculinas de ambos
cultivares en Ocumare de la Costa. Estado Aragua. En
el laboratorio, las mismas se redujeron a 3,5 cm de
longitud, mediante la eliminacion de las bracteas
externas, se desinfectaron superficialmente con jabon
y fueron llevadas a la cAmara de flujo laminar, donde
se esterilizaron con etanol al 70% por 5 minutos, y
posteriormente lavados con agua estéril. Las
inflorescencias de ambos cultivares se disectaron para
obtener dos tipos de explantes: a) apices de yemas
masculinas inmaduras (1,5 cm) conteniendo yemas de
flores cercanas al domo meristematico, y b) flores
masculinas extraidas de manos situadas entre los
nudos siete a dieciocho. Todos los explantes fueron
inoculados en el medio de Murashige y Skoog (5) con
la adicion de mioinositol (100 mg/L), diferentes
combinaciones de sustancias de crecimiento (6-bencil
aminopurina, BAP y &cido naftaleno acético, ANA),
agua de coco al 15%, agar (Difco), 8 g/L y azucar (30
g/L). Los tejidos fueron incubados en una cdmara de
crecimiento a 30 £ 2°C, bajo luz continua.

Las muestras de los diferentes tipos de tejido vegetal
se transfirieron a frascos con etanol al 70% para su
preservacion. Se realizaron cortes transversales a
mano alzada de los tejidos preservados, utilizando
hojillas, los cuales fueron fijados con glicerina al
30%. Para las observaciones se utilizd un
microscopio de luz Nikon 14 MLAB-2.

Resultados y conclusiones

Aspectos morfo anatémicos

Los tejidos de las flores masculinas inmaduras, en
general, presentaron aumento de tamafio a las cuatro
semanas de cultivo y luego de seis meses se observa
la presencia de estructuras de diferentes formas y
colores, como se puede observar en las Figs. 1, 2, 3, 4

y 5.
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Fig. 1. Flores de banano Manzano. Se observa
proliferacion de tejido organogénico y brotes. Medio
de cultivo con BAP y ANA.

Fig. 2. Cultivo de flores de banano Manzano donde
se observa proliferacion de callo embriogénico.
Medio de cultivo con BAP, ANA y agua de coco.

Fig. 3. Cultivo de flores del banano CIEN BTA-03.
Se observan formaciones globulares blancas vy
verdes. Medio de cultivo con BAP y ANA.



Figs. 4 y 5. Cultivo de flores de CIEN BTA-03. Se
observa formacidn de estructuras tubulares muy bien
diferenciadas. Medio de cultivo con BAP, ANA y
agua de coco.

Fig. 6. Cultivo de apice de yema masculina de
banano Manzano a los nueve meses de crecimiento.
Se observa la produccion de brotes y de plantas
completas. Medio de cultivo con BAP y agua-coco.
Fig. 7. Corte transversal del apice de un brote que
muestra un solo meristemo.

Fig. 8. Cultivo del é4pice de yema masculina
inmadura de banano CIEN BTA-03, donde se
muestra la formacion de multiyemas que dan origen
simultdneamente a varias plantas. Medio de cultivo
con BAP y agua-coco.

Fig. 9. Corte transversal del &pice de multiyemas
donde se observa la confluencia de varios
meristemos.

En las Figs. 1y 2, observamos el crecimiento de las
flores masculinas del banano Manzano. La Fig. 1,
nos muestra algunos vastagos, y ademas estructuras
organogénicas la mayoria globulares de color verde
y algunos de ellos posteriormente dan origen a
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yemas mediante organogénesis indirecta. También
se observan, pocas estructuras blancas y un callo
marrén de superficie granulosa y brillante, los cuales
proliferaron como callo.

En la Fig. 2, observamos la formacion de un callo
blanco embriogénico, con la presencia de algunos
embriones somaticos que dieron posteriormente a
plantas, mediante organogénesis indirecta.

En las Figs. 3, 4y 5, se observa el desarrollo de las
flores masculinas del banano CIEN BTA-03,
después de nueve meses en cultivo. En algunas
flores se formaron estructuras nodulares blancas y
verdes, éstas ultimas similares a estructuras
organogénicas. También se observaron estructuras
pequefias, hialinas redondeadas (Fig. 3).

Adicionalmente, se observo en otros casos un proceso
de diferenciacion totalmente diferente, en el cual los
tejidos de las flores desarrollaron estructuras
tubulares de color verde claro (Fig. 4), que luego
crecian manteniendo esa misma forma, con un
opérculo en el extremo anterior (Fig. 5), similar a
una flor masculina de banano in vivo, pero cuya
funcién no pudimos determinar.

El cultivo del &pice de la inflorescencia de banano
Manzano se observa en la Fig. 6, donde se muestran
vitroplantas formadas a partir de los nueve meses de
cultivo. En la Fig. 7, se muestra un corte transversal
de un &pice de un brote, donde se observa un solo
meristemo.

En la Fig. 8 se observa el crecimiento del apice de
yema floral inmadura del banano CIEN BTA-03,
después de nueve meses aparece la formacién de
multiyemas que dan origen simultineamente a
numerosas plantas. En la Fig. 9, se observa un corte
transversal del apice de una multiyema con varios
meristemos presentes.

En relacién a la actividad de induccién por las
sustancias de crecimiento probadas en los medios: a)
BAP (5 mg/L), b) BAP en combinacion con agua de
coco al 15%, c¢) la misma concentracion BAP en
combinacion con ANA (1 mg/L), y c) las tres
sustancias combinadas, en las concentraciones
indicadas,se pudo observar que los tejidos florales de
banano Manzano que presentaron embriones se
cultivaron en medio con BAP, ANA y agua de coco.
Sin embargo, las flores del banano CIEN BTA-03, en
el mismo medio presentan las estructuras observadas
en la Figs. 4y 5.



Las flores de banano Manzano que se cultivaron con
BAP Y ANA, presentaron el aspecto observado en la
Fig. 1, las flores del banano CIEN BTA-03,
cultivados en ese mismo medio presentan estructuras
gue se observan en el medio “c”.

El cultivo de los apices de inflorescencia desarrolla
yemas, vastagos y plantas completas en medios con
BAP. Las vitroplantas obtenidas transferidas a
envases plasticos acondicionados para tal fin que
contenian mezcla de tierra abonada mezclada con
arena y fueron aclimatizadas en un vivero con éxito
obteniéndose una sobrevivencia del 100%.

Conclusiones

Este protocolo de propagacion clonal mediante el

cultivo de &pices de yemas florales inmaduras y la

induccién de organogénesis directa, presenta varias
ventajas con respecto a los otros protocolos
desarrollados para banano, en el Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal:

1. El tiempo para
completas, es de
relativamente corto.

2. La regeneracién de nuevos brotes es directa, no
hay formacién de callo, disminuyendo la
posibilidad de aparicion de variantes
somaclonales. Se induce la formacion de
multiyemas que dan origen a la neoformacién de
maltiples plantas, lo cual incrementa la
eficiencia del método.

3. El mayor desarrollo de los brotes fue en la
combinacion 5 mg/L de BA y 15% de agua de
coco. El cultivar CIEN BTA-03 produce 30
brotes por explante, lo cual demuestra que es
eficiente, el mismo produce 2,5 veces mas
brotes por explante que el cultivar Manzano.

la obtencién de plantas
nueve meses, periodo

Este protocolo promete ser muy competitivo,
combinado con el sistema de inmersion temporal, el
cual permite transferir grupos pequefios de plantas a
recipientes con medio liquido, con un sistema de
aireacion intermitente (2), cuya frecuencia difiere de
acuerdo al cultivo, lo cual induce a incrementar la
proliferacién de nuevos vastagos.
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Solanum lycopersicum, Allium sativum L., Ananas comosus L. Merr Ecotipo Gobernadora son tres especies vegetales
que han podido agregarse al Banco de Germoplasma in vitro que funciona en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del Instituto de Biologia Experimental (IBE). Esto ha sido posible con el empleo de técnicas de cultivo de tejidos
vegetales. Estas especies se sumaran al grupo de especies ornamentales, medicinales, industriales y horticolas, ya
existentes desde hace décadas y que se han mantenido a lo largo del tiempo, con repiques sucesivos del material vegetal
a medios de cultivo fresco cada 2 meses, con el fin de tener material vegetal en condiciones de asepsia para futuras

investigaciones o produccion masiva.

Introduccion

Cada afio, se incorporan mas especies vegetales de
interés comercial al Banco de Germoplasma in vitro
qgue funciona en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Instituto de Biologia Experimental (IBE)
de la Facultad de Ciencias de la UCV, producto de
las investigaciones dirigidas a dar solucién de
algunos problemas especificos en la agricultura del
pais. Estas investigaciones se basan en el Cultivo de
Tejidos Vegetales, lo cual abarca un grupo de
técnicas que consisten en el cultivo in vitro en
condiciones asepticas de células, tejido u 6rganos
vegetales (16).

Micropropagacion de Solanum lycopersicum a
partir de microesquejes

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta
herbacea perteneciente a la familia de las solanaceas,
originaria de Suramérica gue representa una de las
especies vegetales mas importantes del mundo
debido a su valor econémico y cultural, ya que es
ampliamente usada como alimento fresco y/o
procesada a nivel doméstico e industrial. Es ademas,
una fuente importante de vitamina C, minerales
como el fésforo y el potasio y carotenoides, como el
licopeno y el B-caroteno (3). En Venezuela, las
zonas de mayor siembra de tomate se encuentran en
el estado Lara, Los Andes, Los Llanos Occidentales
y el Centro del pais, siendo la produccion total para
el afio 2016 162.140 toneladas (4). El objetivo de
esta investigacion fue establecer un sistema de
micropropagacion masiva in vitro de Solanum
lycopersicum.
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Una vez germinadas in vitro las semillas de tomate,
se aislaron microesquejes de una longitud
aproximada de 1,5 cm. Los explantes fueron
sembrados en distintos medios de cultivo. El medio
MO consistio en las sales de Murashige y Skoog (11)
sin hormonas, mientras que el medio M1 estuvo
constituido por las mismas sales y suplementado con
1 mg/L de acido indolacético y 2,5 mg/L de
benciladenina; por ultimo, el medio M2 fue
suplementado con 1 mg/L de acido indolacético y
2,5 mg/L de cinetina. A todos los medios de cultivo
usados en la investigacion se les adiciond sacarosa a
razon de 30 g/L, Tiamina 0,4 mg/L, Miolnositol 100
mg/L, agar 8 g/L a pH 5,8.

En el medio MO, transcurridos 15 dias, se observo
un 30,77% de explantes respondiendo hacia el
desarrollo de la yema preexistente, alcanzando
longitudes promedio de 7,5 cm. En este tratamiento
no hubo induccion de brotes de novo y se observo la
presencia de numerosas raices (>10) (Fig. 1A). En el
medio M1, se observaron cambios morfoldgicos en
los explantes a partir de los quince dias,
observandose la formacion de brotes en 50% de los
explantes sembrados. También se observo la
formacién de un callo de color marrén claro y de
apariencia compacta en la base del 100% de los
explantes. En un lapso de seis semanas de cultivo, se
obtuvo un 80,77% de induccidn de brotes y raices a
partir de los callos formados en la base de los
explantes, con un promedio de 3,46 brotes/explante,
alcanzando una altura promedio de 1,25 cm (Fig.
1B). Por otro lado, en el medio M2, al cabo de seis



semanas, se observé la formacion de callos en el
100% de los explantes cultivados, a partir de los
cuales en un 56,25% hubo induccion de brotes de
novo y raices, obteniendo un promedio de 1,25
brotes/explante. (Fig. 1C). Dados los resultados, el
mejor medio para inducir brotes fue el medio M1,
ocurriendo este proceso via organogénesis indirecta.

Fig. 1. A) Microesquejes desarrollados en medio de cultivo MO.
B) Microesquejes desarrollados en medio de cultivo M1. C)
Microesquejes desarrollados en medio de cultivo M2. En las
figuras 1B y 1C se observa la formacion de un callo con
induccion de brotes y raices. Todas las plantas poseen un mes de
edad.

Estudio morfo-anatémico de bulbos de ajo (Allium
sativum L.) formados in vitro

El ajo (Allium sativum L.) es una planta herbacea y de
reproduccion vegetativa perteneciente a la familia de
las Amaryllidaceae (7,15). Esta especie capaz de
formar un bulbo (estructura subterranea de reserva de
nutrientes) (14), es originaria de Asia Central (5) y su
demanda a través de los afios ha incrementado
drasticamente debido a la amplia gama de beneficios
que proporciona su consumo fresco. En Venezuela, la
produccién total para el afio 2016 fue de 13.897
toneladas (4), siendo los principales estados
productores Mérida, Tachira y Trujillo (6).

El objetivo del presente estudio consistio en
caracterizar morfo-anatbmicamente bulbos de ajo
formados en plantas cultivadas in vitro, a través de
cortes anatémicos realizados durante distintas etapas
del proceso de formacion de la estructura.
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La formacion de bulbos in vitro fue posible gracias al
cultivo de vitroplantas de ajo en medio so6lido (de
bulbificacion, tomado de Mujica y Mogollon (9)
constituido por las sales minerales de Murashige y
Skoog (11), Tiamina y Mioinositol (0,4 'y 100
mg.L™), sacarosa al 9% y 2 isopenteniladenina (2-ip)
2,0 mg.L™. Se realizaron estudios a los 0 dfas (edad
1), 10 dias (edad 2), 19 dias (edad 3) y 62 dias (edad
4).

Los cortes longitudinales realizados en muestras de
edad 1 (Fig. 2A), permitieron corroborar la
naturaleza envolvente de las hojas, las cuales se
superponen originando un pseudotallo de grosor
constante desde su base (punto donde surgen las
raices). La posterior tincion con azul de toluidina
resaltd la vascularizacion en el tallo verdadero, con
entrenudos muy cortos y del cual parten las hojas.
Las observaciones realizadas en estos explantes
coinciden con las caracteristicas de una planta joven,
donde no se han iniciado cambios morfo-anatomicos
productos del proceso de bulbificacion.

El material vegetal correspondiente a las edades 2 y
3 (Fig. 2B), mostraron caracteristicas morfoldgicas y
anatémicas similares entre si. En este sentido, se
evidencié el engrosamiento uniforme en la base del
pseudotallo, el cual presenté un cambio de color de
las tunicas externas pasando de tonalidades verdosas
a blancas traslucidas a medida que avanzd el
tratamiento. Lo anterior indica la pérdida progresiva
de cloroplastos en las hojas protectoras a medida que
se alcanza la madurez durante la bulbificacion (8).
Los cortes mostraron el engrosamiento de las hojas
mas internas, distinguiéndose zonas densas que
parecen corresponder a los “dientes” o bulbillos que
conformaran el bulbo, los cuales emergen de las
yemas axilares de las hojas fértiles (internas). Mas
aun, el nimero de zonas densas o nucleos aumentd
de 2 a 3 en muestras de edad 3 (en comparacion a
aquellos de edad 2).

Por altimo, a diferencia de las muestras anteriores, la
parte aérea de las vitroplantas de edad 4 mostraron
marchitez en sus extremos apicales; ademas el bulbo
presentd un mayor diametro promedio asi como una
tonalidad opaca en las hojas o tunica externas.
Contrario a lo esperado, los cortes revelaron la
formacion de un Unico diente completamente
desarrollado y maduro, indicado por la presencia de
un meristema 0 yema axilar en la base del mismo
(Fig. 2C). La tincion de las muestras, permitio
detallar la presencia de yemas adicionales poco
desarrolladas en la base del bulbo (tallo verdadero),



las cuales se disponian a lo largo del tallo entre las
capas medias.

Los bulbos compuestos por multiples dientes o tipo
“multidentados” son el resultado de la bulbificacion
en plantas que han alcanzado una talla considerada
como madura, mientras que los bulbos de tipo
“unidentados” (compuesto por un unico diente),
ocurren por lo general en plantas jovenes y
pequefias, siendo frecuentes en los bulbos formados
a partir de plantas in vitro (12). Sin embargo, dicho
fendbmeno puede ser revertido al mantener a las
plantas “unidentadas” bajo condiciones de vivero
debido a que la etapa de letargo se encuentra
asociada al balance enddégeno de promotores e
inhibidores de crecimiento (fitohormonas) (10,12).

Fig. 2. A) Corte longitudinal de vitroplanta de edad 1 observado
bajo lupa (2,0x); se sefiala la vascularizacion (va) presente en el
tallo verdadero (flecha roja). B) Vista bajo lupa (3,5x) de explante
de edad 3 donde se observan tres dientes (di) en formacion y la
vascularizacion. C y D) Detalle bajo lupa (2,5x) y microscopio
(100x) dptico de bulbos de edad 4 formados por un Unico diente y
meristema (me), se sefiala el tallo (ta).

Estrategia de trabajo para el control de la
contaminacion en el cultivo in vitro de pifia (Ananas
comosus L. Merr).

La pifia (Ananas comosus), es considerada como una
de las frutas mas finas de las regiones tropicales. En
la actualidad es conocida y estimada por todo el
mundo, aunque su cultivo se limita a las regiones
tropicales y subtropicales (13). En Venezuela, la
pifia es uno de los frutos autdctonos que ha
mantenido su aceptacion y conservado su cultivo,
compitiendo con otras frutas exoéticas (2). La
contaminacion por microorganismos es la causa mas
importante de pérdidas en laboratorios comerciales y
de investigacion de cultivo de células y tejidos
vegetales (1).
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En el cultivo de tejidos vegetales in vitro, es
indispensable  evitar la  contaminacién  con
microorganismos, ya que estos pueden destruir los
explantes, retrasando su desarrollo al competir con
ellos y causar modificaciones en el medio de cultivo,
lo cual afecta su supervivencia y desarrollo (14).
Esta contaminacion puede tanto provenir del tejido
vegetal usado como explante, como ser introducida
durante su manipulacion.

Durante el intento de realizar la multiplicacion de
brotes de pifia mantenidos in vitro, se observo una
aparente y abundante contaminacion por hongos y
bacterias. Una manera de lograr el control de la
contaminacién es realizando cambios en las
condiciones del medio de cultivo, tales como adicion
de sustancias nutritivas, cambios en el pH o cambios
en la consistencia y en la constitucion del medio (1).

Teniendo en cuenta este problema, se defini6 como
objetivo evaluar métodos para la prevencion y el
control de la contaminacion en el cultivo in vitro de
pifia ecotipo “Gobernadora”. La consistencia del
medio de cultivo para la multiplicacion in vitro de
las plantas se modificd, pasando los explantes de
medio liquido a sélido.

Inicialmente, se contaba con 7 fiolas con numerosos
brotes contenidos en cada una de ellas (Fig. 3A).
Los brotes se separaron para su multiplicacion,
obteniéndose un total de 61 explantes. Luego de los
dos intentos de multiplicacion, en la semana tres, se
aprecio un 100% de contaminacion (Fig. 3B). Al
presentarse la contaminacion por segunda vez
consecutiva en todos los explantes, se realizd otro
proceso de desinfeccion y se procedid a sembrar los
explantes desinfectados en medio sélido, esto bajo el
supuesto de que se podria lograr el control de la
contaminacién al realizar algin cambio en los
parametros de cultivo (14).

Luego del paso de los explantes a medio sélido, en
la quinta semana, se registré una disminucién en el
porcentaje de contaminacion, siendo el mismo de
45,90%. En tal sentido, se procedié nuevamente a
realizar la desinfeccion de los explantes y su paso a
un nuevo medio sélido (Fig. 3C).

Pasadas dos semanas, no se registrd contaminacion
alguna, por lo que se procedi6 a realizar un tercer
intento de multiplicacion en medio liquido (Fig.
3D), con lo cual también se evaluaria si se logrd
erradicar la contaminacion. Finalmente, luego de dos
semanas en medio liquido, no se registrd
contaminaciéon en los explantes, resultado que se



mantuvo hasta la décima semana. Esto sugiere que el
proceso basado en el cambio de medio de cultivo,
pudiera constituir una estrategia eficaz para el
control de la contaminacion.

Fig. 3. Vitroplantas de pifia. A) Planta con numerosos brotes. B)
brote contaminado en medio liquido. C) Brote en medio solido.
D) Brote sano en medio liquido.

Referencias

1. Alvarado, Y., Cruz, M., Portal, N., Gonzalez,
L., Garcia, M., Quiala, E. y Gdémez, R. (2003).
Estrategia de trabajo para la prevencion y el
control de la contaminacion bacteriana en la
micropropagacion de la cafia de azlcar. Biotec.
Veg., 3(2): 77-82.

2. Blanco, H., Vargas, T. y Garcia, E. de. (2011).
Micropropagacion clonal de tres variedades de
pifia nativas de la region amazdnica mediante el
cultivo de yemas axilares y apicales.
Interciencia, 36(6): 437-443.

3. Cruz, A., Lobpez, J., Reyes C., Lopez, M. y
Valdez, A. (2009). Establecimiento de un sistema
de micropropagacion in vitro de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom). Maestria en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Universidad
Auténoma de Sinaloa; Programa Regional de
Doctorado en Biotecnologia, FCQB-UAS;
CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa.

4. FAOSTAT. (2017). Recuperado el 11 de julio de
2018 de KnoemaProduction Statistics-Crops,
Crops Processed: http://www.knoema.es

5. FDA. (1995). Cultivo de ajo. Fundacién de
Desarrollo Agropecuario, INC. Boletin Técnico
N° 5: 1-19.

6. INIA. (2005). El cultivo de Hortalizas en
Venezuela. Serie Manuales de Cultivo, N° 2:
121-137.

7. ITIS. (2018). Integrated Taxonomic Information
System. Recuperado el 26 de marzo de 2018 de

64

Integrated Taxonomic Information Systemon-line
database: https://www.itis.gov

8. Mann, L. (1952). Anatomy of the garlic bulb and
factors affecting bulb development. Hilgardia,
21(8): 195-253.

9. Mujica, H. y Mogollon, N. (2004). Bulbificacion
in vitro del ajo (Allium sativum L.) con adicion
de citocininas y sacarosa en el medio de cultivo.
Bioagro, 16(1): 55-60.

10.Mujica, H., Sanabria, M., Mogollén, N. y
Perozo, Y. (2008). Formacién in vitro del bulbo
de ajo morado (Allium sativum L.). Rev. Fac.
Agron. (LUZ), 25: 197-210.

11.Murashige, T. y Skoog, F. (1962). A revised
medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., 15: 473-
479.

12.Nagakubo, T.; Takaichi, M. y Oeda, K. (1997).
I. Micropropagation of Allium sativum L. (garlic).
Springer, 39: 3-19.

13.Pichardo, Y. (2003). Comportamiento de plantas
in vitro de pifia (Ananas comosus), ¢.v MD2 a
diferentes tiempos e intensidades de iluminacién
en fase de aclimatizacion. TDD: 1-49.

14.Sanchez, M. y Salaverria, J. (2004). Control de
la contaminacion y la oxidacion en el cultivo in
vitro de fresa (Fragaria X ananassa Duch). UDO
Agricola, 4(1): 21-26.

15.UniProt.  (2018). The Universal Protein
Resource. Recuperado el 26 de marzo 2018 de
Supporting data, taxonomy:

https://www.uniprot.org

16.Weisz, P. y Fuller, M. (1972). Tratado de
Botanica. Ciudad de México, México: Compafiia
Editorial Continental, S.A., p 279.



Memorias del Instituto de Biologia Experimental vol. 9: 65-68 (2018)

Importancia del explante inicial para la induccion de
embriogénesis somatica en café Coffea arabica L.

ANDREA MENENDEZ-YUFFA Y LUIS HERMOSO-GALLARDO
Laboratorio de Clonacion y Genética Vegetal, Centro de Botanica Tropical, Instituto de Biologia
Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Calle Suapure, Colinas de
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El café Coffea arabica L. es un cultivo de importancia agricola en todo el mundo. Tradicionalmente, Venezuela ha sido un
pais productor de un café de excelente calidad. La induccion de embriogénesis somatica en café es el método de
preferencia para la propagacion masiva de plantas élite, mejoradas e hibridos. Sin embargo, por ser una planta de ciclo
largo, muchas veces el material debe ser seleccionado en campo, por lo cual los tejidos iniciales requieren condiciones
particulares para lograr el objetivo final exitosamente. En el presente reporte, se presentan los resultados de aplicar un
tratamiento con los fungicidas Ridomil® o KOCIDE® como parte del procedimiento de desinfeccion para el
establecimiento in vitro, asi como también el efecto del tiempo (0, 1 y 2 dias) y condiciones de almacenamiento de las
hojas (6rgano que es la fuente de explantes) sobre la contaminacion, crecimiento in vitro e induccion de embriogénesis
somatica. Los fungicidas aplicados no mejoraron el control de contaminacion por hongos de los explantes. Las hojas
pueden mantenerse en buen estado de conservacion y potencial cultivo in vitro hasta dos dias; sin embargo, las hojas
almacenadas durante un dia, presentaron una tendencia hacia una menor contaminacién y mayor frecuencia de
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embriogénesis.

Introduccion

El café Coffea arabica L. es un cultivo de
importancia agricola en todo el mundo. Los métodos
de cultivo de tejidos, permiten la obtencion masiva de
individuos élite, hibridos, productos de mejoramiento
y variedades selectas y son (tiles en la preservacion
de germoplasma. El establecimiento y mantenimiento
in vitro requiere que los tejidos sean despojados de
contaminantes biolégicos y su mantenimiento
aséptico, ya que el control de contaminantes es
esencial el establecimiento in vitro y evita pérdidas de
germoplasma en cultivo. Cassells (1) piensa que la
alta disponibilidad de nutrientes que contiene el
medio de Murashige y Skoog (5), utilizado
universalmente en los cultivo de tejidos vegetales, es
un factor que favorece la contaminacion microbiana
de los cultivos. Adicionalmente hay diversos factores
que afectan la contaminacién de los cultivos in vitro,
entre ellos el principal es la condicion fisioldgica y
fitosanitaria de las plantas madres.

En el presente reporte, se muestra el efecto de utilizar
un paso donde se aplica un tratamiento con los
fungicidas Ridomil® o KOCIDE® durante la
desinfeccion de las hojas de café, y se reportan los
resultados de varios afios de experimentacion, en los
cuales se ensay0 el almacenamiento de hojas durante
varios dias (0, 1, 2 y 3) antes del aislamiento de los
explantes para determinar su efecto en la capacidad
de respuesta in vitro de los tejidos. Estos Ultimos
experimentos derivaron en la evaluacion de otros
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efectos no previstos inicialmente, ya que se observo
que el tiempo de almacenamiento afectdé la
contaminacién y también la capacidad embriogénica
de los explantes, cuyos resultados se presentan en el
presente reporte.

Materiales y métodos

Se utilizaron hojas de plantas de café de las
variedades Catimor y Catuali, jovenes y sin lesiones,
las cuales fueron desinfectadas y sembradas in vitro
en un medio constituido basicamente por las sales de
Murashige y Skoog (5) diluidas a la mitad, y 100
mg/L de mio-Inositol, 10 mg/L de Tiamina-HCI, 35
mg/L de Cisteina, 30 g/L de sacarosa y hormonas
vegetales, segun los procedimientos previamente
descritos por Menéndez-Yuffa y Garcia (4). Se
evaluo el efecto de los fungicidas Ridomil (3 g/L) y
KOCIDE (1 ¢/L) en el procedimiento de
desinfeccion de las hojas y se ensayaron 3 tiempos
(0, 1 y 2 dias) de almacenamiento de la hojas en
bolsas plasticas con agua después de cosechadas y se
estudi6 su efecto sobre la contaminacion,
crecimiento in vitro e induccion de embriogénesis
somaética.

Resultados y discusion

Efecto del uso de fungicidas en la desinfeccion sobre
la contaminacién de los explantes

En la Tabla 1 se resumen los resultados de aplicar un
tratamiento con fungicidas durante el procedimiento
de desinfeccion, cuando no se usaron fungicidas los



explantes se contaminaron en promedio en un 45 %,
mientras que agregando el tratamiento con los
fungicidas Ridomil® o Kocide®, la contaminacion fue
en promedio de un 62% y 63%, respectivamente.

Tabla 1. Efecto del tiempo de almacenamiento y los
fungicidas sobre la contaminacion de explantes de
café Catimor y Catuai.

Varie- N° de dias de Tratamiento % .
dad almacena- | . fungicida contami-
miento nacién

Catimor 0 sin fungicida 90
Catuai 0 sin fungicida 0
Catimor 0 Kocide 80
Catuai 0 Kocide 30
Catimor 0 Ridomil 40
Catuai 0 Ridomil 100
Catimor 1 sin fungicida 50
Catuai 1 sin fungicida 30
Catimor 1 Kocide 30
Catuai 1 Kocide 60
Catimor 1 Ridomil 30
Catuai 1 Ridomil 10
Catimor 2 sin fungicida 100
Catuai 2 sin fungicida 0
Catimor 2 Kocide 100
Catuai 2 Kocide 73
Catimor 2 Ridomil 100
Catuai 2 Ridomil 100

Los resultados muestran que el tratamiento con los
fungicidas Ridomil® y Kocide® en el procedimiento
de desinfeccion de hojas, no afectd positivamente el
control de la contaminacion de los explantes,
independientemente del tiempo de almacenamiento,
indicando hay que continuar trabajando con este
problema y ensayar métodos diferentes. Los
resultados muestran que el tratamiento con los
fungicidas Ridomil® y Kocide® en el procedimiento
de desinfeccion de hojas, no afectd positivamente el
control de la contaminacion de los explantes,
independientemente del tiempo de almacenamiento,
indicando hay que continuar trabajando con este
problema y ensayar métodos diferentes, en tal
sentido, Lazo-Javalera et al. (3), refieren que la
presencia de cepas resistentes, reduce la efectividad
de los fungicidas para el control de contaminacion por
hongos, es por ello, que ellos ensayaron el uso de
isotiocianatos para la desinfeccion de yemas de uva,
sin embargo, el uso de dichos compuestos no resulto

66

efectivo debido a la fitotoxicidad que se manifesto en
oscurecimiento de las yemas y falta de desarrollo de
los tejidos tratados. Por lo tanto, éste sigue siendo un
factor a tener en cuenta, aunque es frecuente que no
se disponga de las condiciones para poder controlarlo,
pero si puede mejorarse. En el experimento realizado
también se observd que, en promedio, la
contaminacion de la variedad Catimor fue de un 69%
y la de la variedad Catuai fue de un 45%.
Consideramos que este resultado puede deberse a las
diferentes condiciones fisioldgicas y fitosanitarias de
estas plantas, ya que las Catuai son mas jovenes que
los Catimores y este factor puede afectar la respuesta
in vitro y la contaminacion, en particular vy
relacionado con este resultado, las plantas méas viejas
tienen  mayor  probabilidad de  acumular
contaminantes, sean fitopatdgenos o no, y pensamos
que este factor puede estar incidiendo en la respuesta
observada.

Efecto sobre la contaminacion del tiempo de
almacenamiento de las hojas antes de la siembra

En la Tabla 1 se muestran los resultados del efecto
que tienen los dias de almacenamiento previos a la
siembra sobre la contaminacion, en promedio se
contaminaron el 56,7% de los explantes incubados
por O dias antes de la siembra, 35% de los explantes
almacenados durante 1 dia y 66,5% de los
almacenados durante 2 dias (Fig. 1). Este resultado no
se esperaba y realmente el experimento se inicié con
el fin de determinar el tiempo que podian almacenarse
las hojas cosechadas antes de la siembra, cuando no
se encontraban cerca del laboratorio. Aunque este
resultado es un promedio de varios experimentos y la
diferencia no siempre es tan notoria, si se observa una
tendencia a que la contaminacion sea menor cuando
las hojas han estado almacenadas durante un dia.
Consideramos que el efecto puede deberse a que
durante este tiempo, se permite la germinacion de
esporas de hongos pero no su proliferacién, haciendo
que éstas queden mas expuestas facilitando su
eliminacion durante el proceso de desinfeccion.
Sondhal et al. (6) sefialan que la esterilizacidn
superficial de las hojas es mucho mas dificil si las
plantas de café estan creciendo en el campo, e indican
un procedimiento que les ha dado cierto grado de
éxito para el material de campo: incubacién de las
hojas durante 30 minutos en hipoclorito de sodio al
2,6%, enjuague con agua estéril, incubacién en placas
de Petri selladas durante la noche, seguido de otra
exposicion a hipoclorito de sodio 2,6%, y luego
enjuagar 3 veces con agua estéril antes de sembrar; la
siembra la realizan en placas de Petri, pre-cultivando
los explantes durante 3 dias, para seleccionar los
explantes viables y la eliminacion de los



contaminados. Respecto a lo ultimo, en experiencias
previas hemos ensayado el sistema de pre-cultivo,
pero dicho método no ha permitido separar los
explantes contaminados y finalmente al cultivar en
placas, algunas esporas de hongos germinan después
de los 3 dias y terminan contaminando todos los
explantes de la placa, por lo cual preferimos cultivar
un solo explante por envase; sin embargo, llama la
atencién que los autores recomiendan desinfectar las
hojas con cloro antes y después de pre-incubarlas
durante una noche, que se parece a la situacion que
ensayamos en este trabajo, aunque en el presente
trabajo, las hojas no fueron desinfectadas
previamente.

Efecto de los dias de almacenamiento sobre la
frecuencia de embriogénesis y la alta frecuencia de
embriogénesis

En la Tabla 2 se presentan los resultados del
experimento de los dias de almacenamiento, respecto
a la induccion de embriogénesis somatica en baja y
alta frecuencia. EI mayor porcentaje de explantes
embriogénicos en baja y alta frecuencia se encontrd
en promedio en las hojas almacenadas durante un dia,
seguidas por aquéllas sembradas inmediatamente
después de cosechadas (Fig. 2), disminuyendo
notablemente en las hojas almacenadas durante 2 y 3
dias. Una explicacion a esta respuesta es que el dia de
almacenamiento esta produciendo un estrés adicional
a los tejidos que favorece el procedo de
embriogénesis somatica. En tal sentido, lkeda y
Zavattieri (2,7) sefialan que la embriogénesis
somaética es generalmente favorecida por condiciones
de estrés; pensamos que a tiempos mayores (2 y 3
dias) de incubacion, los procesos de senescencia,
perjudican los tejidos en su viabilidad para reaccionar
al cultivo y especialmente para expresar su potencial
embriogeénico.

Tabla 2. Efecto de los dias de almacenamiento sobre
la frecuencia de embriogénesis vy la alta frecuencia de
embriogénesis

Dias de % embrio- | % altamente
almacenamiento génico embriogénico
0 36,9 25,6
1 46,4 39,3
2 17,5 9
3 12,5 5

Conclusiones y recomendaciones

La adicion de un tratamiento con los fungicidas
Kocide® y Ridomil® al proceso de desinfeccion de
las hojas de café, no mejor6 el control de
contaminacién por hongos de los explantes.

El tiempo de almacenamiento de las hojas antes de la
siembra in vitro, afectdé la contaminacion de los
explantes, siendo 6ptimo el almacenamiento de las
hojas mojadas durante un dia antes de sembrar, ya
que disminuye la contaminacion por hongos.

0d
1d
2d
3d
Fig. 1. Callos con 2 meses de crecimiento a partir
de explantes de hojas almacenadas durante 0 (0d),
1 (1d), 2 (2d) y 3 (3 d) dias de almacenamiento
antes de aislar los explantes

Fig. 2. Embriones somaticos de café Catimor
diferenciados a partir de hojas con 0 dias de
almacenamiento

El tiempo de almacenamiento de las hojas también
afectd la respuesta embriogénica de los explantes,
produciendo una mayor cantidad de explantes
embriogénicos en baja y alta frecuencia cuando las
hojas fueron almacenadas durante un dia.

Se recomienda que cuando sea posible, las plantas
madres sean tratadas con fungicida un tiempo antes
de cosechar las hojas para su siembra in vitro.

Se recomienda variar el tratamiento aplicado de los
tiempos de almacenamiento, realizando la



desinfeccion de las hojas con cloro, cuando éstas han
sido recién cosechadas y antes de sembrarlas, tal
como lo sefialan Séndhal et al. (6) en su reporte.
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El Laboratorio de Mejoramiento Vegetal, acompafiado por la Corporacion para el Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico
(CODECYT), se ha fortalecido como laboratorio de diagnéstico de patdgenos bacterianos para asistir a los productores en
la certificacion de semillas de papa. Ademés, un sistema de manejo integrado de las enfermedades basado en el
diagnostico de las mismas, es fundamental para el buen rendimiento de los cultivos. En la presente revision se detallan los
resultados obtenidos en el diagndstico de bacterias patdgenas aisladas de tubérculos de papa colectados en ElI Molino,
Estado Mérida y en Chirgua, Estado Carabobo. Para ello, se realizaron analisis morfoldgicos, bioquimicos y moleculares
de las bacterias aisladas. Los resultados mostraron que mediante el uso de estas pruebas fue posible la identificacion de
cepas de Pseudomonas sp. aisladas de tubérculos de papa colectados en El Molino y cepas de Pectobacterium
carotovorum, Ralstonia solanacearum y Pseudomonas sp. de los tubérculos colectados en Chirgua. Este diagnostico
permitira el establecimiento de programas preventivos y manejo integral para aumentar la produccién nacional y la
certificacion de semillas de papa. Se destaca ademas el uso del cultivo de tejidos vegetales in vitro para el establecimiento

de las pruebas de patogenicidad y postulados de Koch.

Introduccion

Los principales géneros de bacterias fitopatdgenas
capaces de causar enfermedades en papa son Erwinia,
Pectobacterium, Dickeya, Ralstonia y Pseudomonas
(6,18). Muchos de ellos producen sintomas similares,
por lo que su diagnostico basado en las caracteristicas
morfolGgicas, bioquimicas y moleculares es de suma
importancia para el manejo integrado de la
enfermedad, para la certificacion de semillas y para
evaluar la resistencia o susceptibilidad de nuevas
variedades a estos patogenos (9,11).

En el Laboratorio de Mejoramiento Vegetal (LMV)
del Instituto de Biologia Experimental, Universidad
Central de Venezuela (IBE-UCV) se ha venido
desarrollando una serie de metodologias para el
diagnostico integral de patdgenos de cultivos de papa
(Solanum tuberosum L.), utilizando material vegetal
in vitro para el analisis de pruebas de patogenicidad y
postulados de Koch (1). Una estrategia para evitar la
pérdida total o parcial de los cultivos, es el empleo de
semillas certificadas a partir del cultivo in vitro,
garantizando asi la produccion de plantas libres de
patdgenos. Por esta razon, el LMV viene trabajando
desde el afio 2015 con el acompafiamiento de la
CODECYT para transferir los resultados alcanzados
en el diagnostico de patdégenos bacterianos de papa, a
los Productores Integrales del Paramo (PROINPA), a
fin de que sean incorporados en el proceso de
certificacion de semilla y se puedan realizar pruebas
de patogenicidad a las nuevas variedades liberadas
por esta organizacion de productores. El objetivo de
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este trabajo fue la identificacibn de bacterias
pat6égenas aisladas de tubérculos de papa colectados
en EI Molino, Estado Mérida y en Chirgua, Estado
Carabobo y la realizacibn de pruebas de
patogenicidad a las variedades  ‘granola’,
‘angosturefia’ y ‘nativa’ de papa.

Caso 1. Bacterias aisladas de tubérculos de papa
variedad ‘papa de afio’, colectados en El Molino,
Estado Mérida

Se utiliz6 un tubérculo de papa variedad ‘papa de
afio” colectado en EI Molino, Estado Mérida, el cual
presentaba sintomas de pudricion. A partir de los
tubérculos enfermos se obtuvieron 4 aislados
bacterianos (Afo 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1 y Afio 2.2).
Como controles se emplearon cepas de R.
solanacearum  del Instituto ~ Nacional  de
Investigaciones Agricolas (INIA), D. chrysanthemi,
LMV 30 y LMV 31 identificadas por Coppola (4)
como P. carotovorum y la cepa CVCM 625 (ATCC
10145 Pseudomonas aeruginosa) donada por el
Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (IBE-UCV). Se realiz6 la tincion
Gram y se observo la forma, tamafio, color, borde,
superficie y levantamiento de las colonias en placas
de agar nutritivo. Se realizaron las pruebas de KOH,
oxidasa, catalasa, Oxidacion-Fermentacion, Simmons
Citrato, agar de Hierro Kliger, reduccion de nitratos,
crecimiento en agar cetrimida, SIM (Sulfuro Indol
para Movilidad), hidrdlisis de la gelatina, arginina
deshidrolasa (2,18). La obtencion del ADN de los



aislados se realiz6 mediante los métodos propuestos
por (3,10). Se realiz6 una amplificacion del ADN
(PCR)  con iniciadores  universales  (12).
Adicionalmente, se amplific6 la regién intergénica
espaciadora transcripta (ITS-PCR) segun lo descrito
por Jensen y col. (11).

Los resultados mostraron que todos los aislados eran
bacilos gram-negativos, con forma filamentosa, borde
entero, superficie rugosa. Los aislados Afio 1.2 y Afio
2.1 generan un pigmento de color verde, el aislado
Afo 1.1 un pigmento verde pardo y el aislado Afio
2.2 no presenté pigmentacion. Ademas, generan un
olor afrutado. Las especies que integran el género
Pseudomonas, sintetizan este tipo de pigmentos y
generan este olor caracteristico (5,7,20). Todos los
aislados fueron capaces de reducir los nitratos a
nitritos, moviles, no productores de indol, cuentan
con la presencia de la enzima oxidasa y son no
fermentadores de carbohidratos; asi mismo no
producen gas ni acido sulfhidrico, al igual que la cepa
CVCM 625. El aislado Afio 1.1 no fue capaz de
utilizar el citrato como Unica fuente de carbono, al
contrario del resto de los aislados que si lo
metabolizaron. Ademaés, todos crecieron en agar
cetrimida con produccion de pigmentos y licuaron la
gelatina. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por (13,18,19,21,22).

Con el método propuesto por Chen y col. (3) se
obtuvieron los extractos de ADN de los aislados en
estudio.

1 2. 304eS
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Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR para la amplificacién de la
subunidad menor del gen 16S del ADNr. Carril 1:
Marcador de peso molecular (50 pb, PROMEGA);
Carriles 2-5: aislados Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1y
Afio 2.2; Carril 6: CVCM 625; Carril 7: P.
carotovorum; Carril 8: R. solanacearum INIA; Carril
9: R. solanacearum; Carril 10: control de reactivos.

En la PCR con iniciadores universales, todos los
aislados al igual que los controles amplificaron el
fragmento especifico de 996 pb (Fig. 1). Este
resultado implica que todos los organismos en estudio
son procariontes (12).
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Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los
productos de PCR para la amplificacion de la regién
espaciadora ITS. Carril 1: Marcador de peso
molecular (1 Kb PROMEGA); Carriles 2-5: aislados
de Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1 y Afio 2.2; Carril 6:
CVCM 625; Carril 7: P. carotovorum; Carril 8: R.
solanacearum INIA; Carril 9: control de reactivos.

Al amplificar la regién espaciadora intergénica
transcripta 16S-23S (ITS), se obtuvo para todos los
aislados en estudio y para el control CVCM 625 el
mismo patrén de bandas (Fig. 2) mostrando una Unica
banda del mismo tamafo. Este resultado corrobora la
similitud de los aislados en estudio con bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas.

Caso 2. Bacterias aisladas de tubérculos de papa
variedad granola, colectados en Chirgua, Estado
Carabobo

Las bacterias se aislaron a partir de dos tubérculos de
papa colectados en Chirgua, Estado Carabobo con
sintomas de enfermedad (Fig. 3).

Fig. 3. A)
Tubérculo 2.7 con
exudado bacteriano

en los haces '
vasculares. B) Q
Tubérculo 2.8 con @ ‘
sintomas de A
pudricion.

Se obtuvieron 4 aislados bacterianos (2.7.1, 2.7.2,
2.8.1.1y 2.8.1.2); ademas se usaron cepas control de
R. solanacearum, P. caratovorum y D. chrysanthemi.
Se evaluaron las caracteristicas de forma, tamao,
bordes, superficie, levantamiento y color de las
colonias bacterianas y la tincién Gram. Se realizaron
las pruebas de agar Hierro Klieger, Simmons Citrato,
Oxido-Fermentacion (Glu), KOH, Catalasa, Oxidasa,
agar P y agar cetrimida.

Tres de los cuatro aislados resultaron bacterias
gramnegativas, mientras que el aislado 2.8.1.1 resultd
ser  grampositivo.  Segin las  caracteristicas
bioquimicas, el aislado 2.8.1.2 se identifica como P.
caratovorum, siendo catalasa positivo, oxidasa
negativo, no fermenta la lactosa, anaerdbico



facultativo. El resto de los aislados no fue capaz de
fermentar la glucosa. El aislado 2.7.1 se asemeja a la
especie de R. solanacearum siendo oxidasa positivo,
capaz de metabolizar el citrato y aerébico. El aislado
2.7.2 es catalasa y oxidasa positivo, citrato negativo y
no metaboliza la glucosa por oxidacion ni
fermentacion, sélo crecié en Agar P, con una
pigmentacién azul y no crecié en Agar cetrimida, el
cual es un medio selectivo para Pseudomonas
aeruginosa. Por esta razon, se ha identificado
preliminarmente como una especie de Pseudomonas,
pero no P. aeruginosa. Se estd trabajando en la
caracterizacion molecular de estos aislados para
corroborar su identificacion definitiva.

Caso 3. Pruebas de patogenicidad

Se estudio el comportamiento de 3 variedades de
papa: ‘angosturefia’, ‘granola’ y ‘nativa’ ante la
infeccion con las bacterias R. solanacearum,
Burkholderia gladioli, D. chrisanthemi y P.
carotovorum, utilizando rodajas de microtubérculos
obtenidos in vitro.

Para la produccion de microtubérculos, se siguio el
protocolo (15,16) (Fig. 4). Para la preparacion del
in6culo, se tomd una colonia pura de cada aislado
bacteriano crecida por 24h en agar LB y se
resuspendio en 2 ml de caldo LB. Se incub6 por 6 h a
27 °C. Las rodajas de microtubérculos fueron
inoculadas segun protocolo establecido por (4,8,9). Al
finalizar las pruebas se hizo el calculo de incidencia,
severidad y el Indice de Enfermedad (IDE) (14,17).

Fig. 4. Microtubérculos
de papa variedad
‘granola’, obtenidos
luego de 1 mes de cultivo
en medio de
tuberizacion.

En la mayoria de los casos las afecciones aparecieron
a partir de las 40 horas post inoculacion (hpi) y fueron
incrementandose a medida que trascurria el tiempo.
R. solanacearum produjo pudricion, oxidacion y un
exudado blanco. Con D. chrisanthemi y P.
carotovorum (Figs. 5 y 6) luego de 66 hpi, se aprecio
un hundimiento en el centro del tejido. B. gladioli,
indujo pudricion y hundimiento del tejido que en el
transcurso de la experiencia se ennegrecio y oxidd
(Fig. 7).

Fig. 5.

Microtubérculos de Ila

variedad ‘nativa’ ‘
inoculados con D. '

chrisanthemi, 10 dias
después de la inoculacion.
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Fig. 6.

Microtubérculos de la
variedad ‘granola’
inoculados con P.

carotovorum, 10 dias
después de la inoculacion.

Fig. 7.
Microtubérculos de la
variedad ‘angosturefa’

inoculados con B. gladioli,
10 dias después de la
inoculacion.

De los porcentajes de incidencia y de IDE se logro
determinar que R. solanacearum presenta una
sintomatologia mas severa con respecto al resto de los
otros aislados, siendo ‘granola’, las mas afectada,
seguida por ‘angosturefia’ y por ultimo la variedad
‘nativa’, la cual presenta un incremento en el indice
de la enfermedad después de 90 hpi (Fig. 8). B.
gladioli produce un mayor IDE en ‘angosturefia’ que
en ‘granola’. La ‘nativa’ parece ser menos susceptible
a esta enfermedad. En el caso de D. chrisanthemi,
tenemos que ‘granola’ se ve mas afectada, seguida
por ‘nativa’ y ‘angosturefia’ (Fig. 9). Para P.
carotovorum, los sintomas en ‘granola’ incrementan
después de las 113 hpi. En ‘angosturefia’, a las 160
hpi la incidencia y el indice son mayores que incluso
para ‘granola’; y la variedad ‘nativa’ presenta menor
IDE.

__ 100 i
£ 80 |
P I\
e 60
2 49 ,R / \ —f=— Nativa
‘g 20 %’ . I =l = Angosturena
3 o
= o~ o o Tl Granola
[ = = M WM
- — - — ~
HPI
Fig. 8. Incidencia de Ralstonia solanacearum.
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Fig. 9. IDE con Dickeya chrisanthemi.
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El cultivo in vitro como herramienta para la produccion de
semillas certificadas y establecimiento de bancos de
germoplasmas
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La produccion de papa, flame, ajo, fresa, café, batata, ocumo y zanahoria en Venezuela actualmente depende
préacticamente de la importacion de semillas. Esto ha traido como consecuencia un incremento en los costos de sus
productos y de sus semillas. En este trabajo se emplean herramientas de cultivo in vitro asi como descriptores
morfoldgicos y marcadores moleculares para la caracterizacion de estos materiales. Acompafiados por la Corporacion para
el Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico (CODECYT), se logré el escalamiento y la transferencia a campo de estas
tecnologias. Se establecié el banco de germoplasma in vitro de fiame, caracterizado a nivel morfolégico y molecular y se
elaboraron cartillas de presentacion de cada material incorporado al banco. Se establecié la microtuberizacién de papa y
flame y la siembra de los microtubérculos en vivero y campo. Se logré la micropropagacion de batata, ocumo, fresa,
zanahoria y café. Con respecto al ajo, se cultivaron los meristemas apicales obteniéndose bulbificacién maltiple. Se logré
la aclimatacion de vitroplantas de papa, batata, fiame, ajo y fresa.

Introduccion

La produccién de ajo, flame, fresa, papa, café,
ocumo, batata y zanahoria en Venezuela actualmente
depende préacticamente de la importacion de
semillas, lo que ha ocasionado un incremento en los
costos de sus productos y de sus semillas. Desde el
afio 2015, el Laboratorio de Mejoramiento Vegetal
ha venido trabajando acompafiado con la
CODECYT vy los Productores Integrales del Paramo
(PROINPA) para la produccion de semilla
certificada de estos cultivos y para el resguardo de
su biodiversidad mediante el establecimiento de
bancos de germoplasmas in vitro e in vivo. En esta
revision se muestran los avances logrados en la
micropropagacion de ajo, fresa, zanahoria, batata,
ocumo y café; se logré la microtuberizacion de papa
y fiame y se establecid y caracterizd el banco de
germoplasma de fiame.

Name (Dioscorea sp.)

El flame pertenece al género Dioscorea de amplia
distribucion a nivel mundial y el mas importante en
cuanto a nimero de especies (4). El conocimiento
que se tiene de la organizacion genética de los
materiales disponibles es escaso, lo que impide su
uso en programas de mejoramiento (1). El objetivo
de este trabajo fue caracterizar a nivel morfoldgico y
molecular seis materiales de fiame (D2, D7, D8,
D13, venezolano y colombiano) donados por el
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
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(INIA) vy establecer su cultivo in vitro para la
creacion de un banco de germoplasma.

Se aplicaron descriptores morfoldgicos y se analiz6
el genoma usando marcadores RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNA). Se evalu6 el efecto
de la consistencia fisica del medio de cultivo MS
(6), la concentracion de las sales que lo componen y
el fotoperiodo. EI medio semisolido, con las sales
completas y la incubacion bajo luz blanca continua,
favoreci6 el crecimiento de las vitroplantas de fiame
(Fig. 1). El cultivo en medio liquido y la incubacion
bajo dias cortos, favorecid6 la formacion de

microtubérculos (Fig. 2). Se elaboraron cartillas de
caracterizado vy

presentaciébn de cada clon

establecido (Fig. 3).

Fig. 1. Vitroplantas de (A) clon D2, (B) clon D7,
(C) clon D8, (D) clon colombiano y (E) clon
venezolano, de dos meses de edad.

Fig. 2.
Microtubérculos
de (A) clon D7,
(B) clon D2 y (C)
clon venezolano.




Dioscorea sp. (Name) Clon D2

Ontim b s
e

Fia. 3. Cartilla de presentacion del Clon D2

Fresa (Fragaria ananassa)

La fresa variedad Albion es la mas cultivada en

Venezuela; se ha convertido en una fruta de alto

consumo en el pais, por lo que se establecid el

cultivo in vitro a partir de vitroplantas germinadas

de semillas. Los frutos se lavaron con agua

destilada, se licuaron y el contenido fue tamizado 3

veces. Las semillas se secaron en la estufa, se

lavaron con jabon, solucién yodada, fungicida al

20%, cloro al 30% y 3 lavados con agua destilada

estéril. Finalmente se inocularon en medio MS (6)

suplementado con tiamina 0,4 mg/L, mio-inositol

100 mg/L, sacarosa 30 ¢g/L, agar 7,5 ¢g/L, pH 5,7 bajo

condiciones de luz continua a 27 °C.

Se sembraron 1980 semillas; luego de dos meses de
cultivo el porcentaje de germinacién fue de un 56,8%
y las vitroplantas tenian una longitud promedio de 1,5
cm. Luego de dos meses mas, se observo
organogenesis directa en la mayoria de las plantas,
obteniéndose un promedio de 20 plantas por cada
semilla originalmente sembrada. 579 vitroplantas
fueron aclimatadas en los viveros de PROINPA. En la
Fig. 4 se observa la separacion de las vitroplantas
para aclimatacion y en la Fig. 5 las plantas de fresa
aclimatadas.

gran importancia econémica en los ultimos 15 afios,
especialmente en zonas altas. Entre el afio 1980 y el
afio 2005, el municipio Rangel del estado Mérida, se
ubicé como el primer productor de ajo del pais (9). El
costo de la semilla representa hasta un 40% de la
inversion por hectérea, y ésta se ha constituido en la
principal via de diseminacién de enfermedades. Es asi
como el cultivo in vitro de meristemas aislados de
dientes de ajo, permite la propagacion masiva de este
cultivo.

Se utilizaron plantas de ajo, variedad ajo criollo,
colectadas en las Fincas “El Llano” y “Camino Real”,
Mucuchies, Estado Mérida. De los dientes de ajo de
estas plantas se aislaron los meristemas (Fig. 6),
segun protocolo (2). Los dientes de ajo se lavaron con
jabon azul, solucion iodada al 30%, fungicida, cloro
al 50% y dos enjuagues con agua destilada estéril. Se
inocularon 55 meristemas en tubos conteniendo
medio MS (6) suplementado con tiamina 0,4 mg/L,
mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 30 g/L, agar 8 g/L,
0,5¢9/L 2-isopentenil adenina y 0,2 g/L é&cido
naftaleno acético (ANA).

Fig. 6. Meristemas de ajo usados como explantes.

Fig. 4. Separacion de
vitroplantas de fresa
para su aclimatacion.

Fig. 5. Proceso de separacion y aclimatacion de plantas

de fresa.

Ajo (Allium sativum)
El cultivo de ajo en los Andes venezolanos ha tomado
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Los meristemas respondieron a la induccion
produciendo brotes alargados a los 15 dias y
posteriormente se formaron multiples brotes (2
meses) y bulbificacién (4 meses) (Fig. 7). Luego de 2
meses de iniciado el cultivo, se entregaron 110
vitroplantas de ajo para su aclimatacion en los viveros
de PROINPA.

Fig. 7. Bulbificacion de
vitroplantas de ajo.

Ocumo criollo (Xanthosoma sagittifolium).

El ocumo criollo es el tercer rubro alimenticio mas
importante con una produccion de 97.291 t/ha, segln
FEDEAGRO, para los afios 2010 y 2015, siendo
Sucre, Monagas y Delta Amacuro los estados con
mayor produccion. La propagacion de ocumo por la
via vegetativa acarrea una alta propagacion de
patogenos disminuyendo la productividad de los



cultivos; por esto el método propuesto para solucionar
este problema es el cultivo in vitro. En este trabajo se
establecio la micropropagacion del ocumo criollo a
partir de yemas apicales. Se eliminaron las hojas
envolventes dejando al descubierto la yema apical y
este explante se desinfecté mediante lavados con agua
y jabon, etanol al 70%, cloro 20% y fungicida 6%,
concluyendo con 2 lavados con agua destilada estéril.
Los explantes se cultivaron en medio MS (6)
suplementado con benciladenina (BA) y ANA bajo
luz continua a 25°C (5). Se cultivaron 7 yemas de las
cuales sobrevivieron 2 (Fig. 8). Actualmente, se estan
cambiando variables para lograr la propagacion
masiva de este rubro.

Fig. 8.
Vitroplantas  de
ocumo criollo
obtenidas por
micropropagacion.

Café (Coffea arabica)

Los problemas fitosanitarios del cultivo del café
causan grandes pérdidas en la produccién, razén por
la cual el cultivo in vitro surge como una buena
alternativa para su propagacion y para la
conservacion de su biodiversidad (3).

Se utilizaron plantas de café donadas por productores
de Tucani, Estado Meérida. Las hojas fueron
desinfectadas con solucién yodada al 10%, cloro
comercial al 50% y agua destilada estéril.

Para la iniciacion del cultivo, se tomaron secciones de
hoja de 1 cm? y se cultivaron en medio MS/2 (6), 1
mg/L de é&cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D), 8
mg/L de BA por 12 semanas a temperatura ambiente
y en oscuridad. Se obtuvo un tejido de callo de color
crema claro con consistencia no friable (Fig. 9).

Fig. 9. Callos
embriogénicos de café
luego de 12 semanas
de cultivo.

se subcultivaron en medio MS

Estos callos
suplementado con ANA 0,8 mg/l y se incubaron en
oscuridad por 8 semanas mas, para luego cultivarlos
en medio MS (6) sin hormonas vegetales y en
condiciones de luz continua. Bajo estas condiciones
se desarrollaron las vitroplantas de café (Fig. 10).

Fig. 10. Vitroplanta de café
obtenida por embriogénesis
somatica.
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Batata (Ipomoea batata)

En Venezuela estd planificado el aumento de la
produccion de batata para el afio 2019, por lo que el
establecimiento de un sistema de regeneracion in
vitro permitiria la conservacion de este rubro y la
produccién de semilla sana.

Se tomaron brotes de un tubérculo grelado donado
por la CODECYT, se lavaron con jabén azul,
solucién yodada al 40%, fungicida al 20%, cloro al
30% y 3 lavados con agua destilada estéril. Los
brotes fueron inoculados en medio MS (6)
suplementado con &cido giberélico (GAs3) y acido
indolacético (AIA) y fueron incubados bajo luz
continua.

A las 5 semanas de cultivo, se observé un 90% de
respuesta con brotes de un tamafio promedio de 6 cm
(Fig. 11A). Luego de 2 meses, se observaron raices
y las plantas tenian 12 cm de altura promedio. Luego
de 3 meses se cuantificd un promedio de 3 brotes
por explante (Fig. 11B). El uso de tierra negra
abonada en envases plasticos con tapa de plastico
con agujeros, por un tiempo de 15 dias, fue una
estrategia exitosa para lograr la fase de aclimatacién

Fig. 11. A) Vitroplantas de batata a las 5 semanas
de haber iniciado el cultivo. B) vitroplantas de
batata luego de 3 meses de cultivo.

Fig. 12. Planta de batata
aclimatada.

Zanahoria (Daucus carota)

Los programas de mejoramiento de este cultivo han
estado encaminados a lograr variedades que
produzcan semillas en nuestras condiciones
climéticas y con el cultivo in vitro se pueden obtener
plantas idénticas conservando las caracteristicas de
una variedad élite (7). En este trabajo se estableci6 la
embriogénesis somatica de zanahoria como un
método eficiente para su propagacion masiva.

Se usaron plantas de zanahoria variedad Flakker
colectadas en la Finca Las Tinajas de Eleuteria,
Mucuchies, estado Mérida. Las raices de las plantas
se lavaron con agua y jabdn y se cortaron en trozos de
4 cm de largo, sumergiendo estos Gltimos en una
solucion de cloro al 20%, seguido por 2 lavados con



agua destilada estéril. Utilizando el sacabocado, se
extrajeron cilindros de tejido vascular y se cortaron en
discos de 2 mm de grosor. Estos explantes se
sembraron en medio MS suplementado con 1 mg/L de
2,4D. Se incubaron 60 explantes en oscuridad durante
7 semanas. Luego, los explantes se colocaron en
medio de cultivo MS (6) bajo luz blanca continua.

Se obtuvo un indice de multiplicacién de 20
vitroplantas por explante. Las vitroplantas (Fig. 13)
se encuentran en proceso de enraizamiento para su
aclimatacion en condiciones de vivero.

Fig. 13. Vitroplantas de
zanahoria en proceso de
enraizamiento para ser
llevadas a condiciones
de vivero.

Papa (Solanum tuberosum)

La variedad nativa ‘arbolona negra’ se destaca por
Su resistencia a patdgenos, aunque presenta
tuberizacion tardia (8). Para estudiar el efecto de las
hormonas vegetales y el fotoperiodo sobre la
micropropagacion 'y microtuberizacion de esta
variedad, se cultivaron microesquejes en medio MS
(6) ligquido con o sin GAz y con 25 g/L de sacarosa y
se incubaron bajo condiciones de luz blanca
constante. Para inducir la microtuberizacion, las
vitroplantulas obtenidas fueron sub-cultivadas en
medio MS (6) suplementado con 50 g/L sacarosa,
tres concentraciones de BA (0, 1 y 5 mg/L) e
incubadas bajo diferentes regimenes luminicos.

El pre-tratamiento con GA; favorecio el
alargamiento del vastago (Fig. 14A). El cultivo in
vitro de microesquejes en medios de cultivo
suplementados con BA y sacarosa, y la incubacion
bajo condiciones de dias cortos permitié obtener
microtubérculos en un tiempo mas corto que el que
podria esperarse en condiciones tradicionales de
cultivo (Fig. 14B). Estos microtubérculos, después
de cosechados y almacenados en oscuridad por 2
meses, responden a la brotacién de yemas con un
96,77% de adaptacién en condiciones de vivero

(Fig. 15).
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Fig. 14. A) Vitroplantas de arbolona negra’. B)
Microtubérculos de ‘arbolona negra’ obtenidos
baio condiciones fotoperiddicas.
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Fig. 15. Aclimatacion de microtubérculos de la
variedad ‘arbolona neara’ de papa.
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La dispersion de semillas de Zanthoxylum rhoifolium fue estudiada en un remanente de bosque montano en la ciudad de
Meérida, Venezuela. El estudio morfolégico de los frutos mostr6 que tanto el fruto como la semilla representan la unidad
de dispersion. Los frutos rojo granate y las semillas negras lustrosas son dispersados por un ensamblaje no especializado
de ocho especies pertenecientes a cuatro familias de aves. Todas las especies de aves mostraron un patrén de visita
durante las primeras horas de la mafiana y dltimas de la tarde. La seleccidn de frutos o semillas es discutida con relacion al
grado de especializacion alimentaria de las especies de aves dispersoras.

Introduccion

La dispersion de semillas representa una etapa critica
del ciclo reproductivo de las angiospermas. La
regeneracion exitosa de las especies depende de la
dispersion adecuada en la cual un gran namero de las
semillas producidas alcancen sitios seguros desde el
punto de vista competitivo y depredador (5). EI modo
de dispersién es altamente variable en cuanto al tipo
de agentes utilizados para la diseminacién de las
semillas (15) y depende de muchos factores bidticos y
abidticos (3,8), entre los cuales destaca la
disponibilidad de animales dispersores (16). De
acuerdo a lo anterior, la gran diversidad de animales y
plantas en bosques de montafia indican que la
dispersiébn  bidtica representa un importante
mecanismo de diseminacion en este tipo de
comunidades. De hecho, la endozoocoria ha sido
reconocida como el principal modo de dispersion en
arboles de bosques montanos (3). En los bosques
himedos de regiones tropicales y subtropicales es
precisamente donde son encontradas especies de
arboles y arbustos pertenecientes a la familia
Rutaceae con su follaje dispuesto en el sub-dosel (6).
En estos bosques destaca el género Zanthoxylum con
un alto nimero de especies con distribucion nativa en
ambos hemisferios (6). Las especies neotropicales de
Zanthoxylum tienen frutos coloridos, dispersados
principalmente por aves de bosques humedos (4,
9,14), aunque también son reportados mamiferos en
el bosque Atlantico de Brasil (2) y reptiles en las islas
Galapagos (1). Aunque los caracteres morfométricos,
colores de los frutos y semillas, asi como la
ornitocoria en Zanthoxylum rhoifolium han sido
previamente  descritos  (4,13), los  detalles
morfoldgicos de los frutos, agentes de dispersion y el
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grado de especializacion alimentaria de las especies
dispersoras no han sido detallados para esta especie.
Las caracteristicas morfoldgicas de los frutos y
semillas, coloracion y dehiscencia determinan como
es articulada la relacion entre el tipo de diaspora y
agentes de dispersion. Por ejemplo, algunas especies
de plantas pueden tener diplocoria asociado con
diferencias temporales en la coloracion de los frutos,
caracteristicas de las semillas y la presencia de
dehiscencia tardia (7,8), lo cual puede estar asociado
con el uso de diferentes unidades morfoldgicas y
agentes de dispersion. De acuerdo a lo anterior, el
presente  trabajo  describe las caracteristicas
morfoldgicas de los frutos y semillas de Zanthoxylum
rhoifolium, exposicion de las semillas, asi como los
potenciales agentes dispersores que consumen los
frutos y semillas.

Métodos

Area de estudio. Las observaciones de campo fueron
realizadas en un remanente de bosque montano
asociado a la quebrada la Gavidia, sector Santa
Béarbara, Ciudad de Mérida, Estado Mérida.

Caracteristicas de los frutos y semillas. El largo y
ancho fueron medidos en un total de 20 frutos y
semillas maduros. EI nimero de semillas por fruto fue
cuantificado en 30 frutos. Posteriormente, fue
calculada la relacion largo/ancho, la cual puede
representar una aproximacion de la forma del fruto y
semillas. El peso seco de frutos y semillas fue
determinado en 30 unidades cada uno a 60°C hasta
peso constante. Posteriormente, se determin6 la
relacion pericarpo/semilla: peso fruto menos peso



semillas por fruto dividido por el peso semillas por
fruto. La relacion pericarpo/semilla es una medida
relativa de la inversion materna/progenie (11),
ademas permite inferir sobre la proteccion que ofrece
el pericarpo a las semillas (7,8).

Observaciones de campo. Un arbol de 8 a 10 m de
alto fue seleccionado para observar las visitas y
comportamiento alimentario de las aves, durante 25
dias continuos de noviembre-diciembre (2016-2017),
en el cual Z. rhoifolium produjo frutos maduros. Las
aves fueron observadas en los horarios comprendidos
entre 7:00-9:00 y 17:30-19:00, debido a que sélo
habia actividad durante estos intervalos. Las variables

consideradas durante la observacion fueron: 1)
fenologia de maduracion de frutos, niveles
cualitativos de sincronizacion del proceso de

produccién de frutos maduros, y 2) registro de las
especies de aves. Las aves fueron identificadas de
acuerdo a Phelps y Schauensee (10): nombre comin y
nombre cientifico. A continuacion, se determind: 1)
namero de aves que visitaban simultineamente el
arbol, 2) modo de consumo de frutos y semillas, y 3)
el comportamiento de las aves durante la visita,
agresivo 0 no agresivo. Asimismo, el tipo de
alimentacion reportada para las especies registradas
fue también considerada (10). En el segundo afio
planificado (2017-2018) no fueron realizadas las
observaciones porqgue el arbol no fructifico.

Resultados

Los frutos de Z. rhoifolium son producidos en grandes
infrutescencias terminales que van madurando
sucesivamente desde noviembre a febrero, con un
maximo de fructificacion entre diciembre y enero,
con la mayoria de los frutos rojos granate cerrados
(Fig. 1a) y solo pocos frutos abren diariamente,
exponiendo una semilla negra lustrosa en el apice del
foliculo (Fig. 1b).

Los frutos son resinosos con una superficie
tuberculada con pequefias vesiculas (Fig. 1a).

El tipo morfol6gico de fruto de Z. rhoifolium es un
agregado de foliculos (cocario), en los cuales sélo un
foliculo es producido por flor, el cual esta
frecuentemente acompafiado por un segundo foliculo
abortado. La morfometria de los frutos muestran un
largo promedio de 4,57 (DS=0,20) mm y un ancho de
4,17 (DS= 0,14) mm. Una relacion largo/ancho de 1.1
para los frutos de Z. rhoifolium confirmé una forma
circular. De manera similar, las semillas tienen un
largo de 3,09 (DS= 0,15) mm y un ancho de 2,90
(DS= 0,14) mm con una relacion largo/ancho que
evidencia una forma circular (1,07). Cada foliculo
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produce una sola semilla (= 1,0; DS= 0,0) y tiene un
peso de 26,9 mg y la semilla pesa 12,1 mg. La
relacion  pericarpo/semilla  de 1,2 indica una
asignacion de biomasa materna  (pericarpo)
ligeramente mayor que la biomasa de la semilla

(progenie).

A

Fig. 1. Frutos (A) y fruto con semilla expuesta (B) de
Z. rhoifolium.

Consumidores de semillas. Un total de ocho especies
pertenecientes a cuatro familias de aves fueron
observadas consumiendo frutos y semillas de Z.
rhoifolium (Tabla 1). La mayoria de las especies
fueron observadas todos los dias. A excepcion de
azulejos y paraulatas, las visitas  fueron
mayoritariamente realizadas por aves solitarias. El
comportamiento interespecifico mostré que las
especies de la familia Traupidae toleraba la presencia
de otras especies de aves, mientras que las otras
especies de aves mostraron un comportamiento
agresivo (Tabla 1).

La forma de aproximacion y el consumo de los frutos
y semillas observado consistio en la llegada de las
aves directamente a las ramas internas del arbol,
posteriormente las aves se dirigian a las
infrutescencias terminales. La permanencia de las
aves en el arbol fue menor de cinco minutos; los
grupos de paraulatas llaneras permanecian mayor
tiempo en el arbol. Las aves visitaban de dos a cinco
infrutescencias donde sélo consumian uno o dos
frutos o semillas, luego abandonaban el arbol. No se
determind en todos los casos si las aves consumian
frutos completos o las semillas expuestas, pero de
acuerdo a los movimientos de las aves sobre las
infrutescencias es presumible que la mayoria de las
especies consumian frutos y semillas. Sin embargo,
parecen existir algunas preferencias: las paraulatas
llaneras y azulejos consumian los frutos completos,



asi como las otras especies de Traupides, mientras

que los Tyrannidae parecian consumir las semillas.

Tabla 1. Especies de aves observadas consumiendo frutos y semillas de Z. rhoifolium y comportamiento durante la visita.

Familia Nombre comdn® NUmero de aves Comportamiento Tipo de alimentacién reportada’
Especie por visitas Observado

Cotingidae

Pachyromphus cinnamomeus Cabezén canelo Solitario Agresivo Semillas e insectos
Traupidae

Rhamphocelus dimidiatus Sangre de toro encendido Solitario No agresivo Frutos e insectos
Rhodinocichla rosea Frutero paraulata Solitario No agresivo Frutos e insectos
Thrampis episcopus Azulejo En parejas No Agresivo Frutos e insectos
Thrampis palmerum Azulejo de palmeras En parejas No Agresivo Frutos e insectos
Minidae

Mimus gilvus Paraulata llanera De 4-6 Agresivo Frutos e insectos
Tyrannidae

Myiozetetes similis Pitirre copete rojo Solitario Agresivo Semillas e insectos
Tyrannus dominicensis Pitirre gris Solitario Agresivo Frutos, semillas e insectos

¥ Informacién de Phelps & Schauensee (10)

Discusion

La fructificacion en Z. rhoifolium consiste de un
periodo relativamente largo durante la transicion
lluvia-sequia. La reproduccién no es un proceso de
recurrencia periddica anual, lo cual sugiere periodos
interanuales de reproduccion. La ausencia de
fructificacién durante un afio de estudio permitid
observar algunas de las aves registradas en Z.
rhoifolium consumiendo frutos de otras especies con
frutos de coloracién y tamafio similares.

Los registros de aves consumidoras de frutos y
semillas confirman la dispersion de semillas por aves
en Z. rhoifolium, tal como habia sido reportada
previamente (4,13). Algunas caracteristicas generales
de los frutos corroboran el caracter ornitocorico de Z.
rhoifolium. En  primer lugar, las grandes
infrutescencias con muchos frutos de color rojo
granate, representan un atrayente a larga distancia.
En segundo lugar, los frutos rojos, asi como las
semillas negras lustrosas que contrastan con los frutos
rojos, tienen forma y tamafio apropiados para ser
consumidos por las aves observadas. De hecho, las
aves observadas tienen un tamafio corporal y tamafio
de la base del pico que permite el consumo de los
frutos y semillas de Z. rhoifolium.

La presencia de caracteristicas de coloraciéon y
exposicion de frutos y semillas a diferentes tiempos
del periodo de fructificacion ha sido relacionada con
diferentes modos de dispersién (7,8). La unidad de
dispersion en Z. rhoifolium esta representada por el
fruto y la semilla, ambos con capacidad para la
dispersion. Esta particularidad puede incrementar la
efectividad de la dispersion al incluir un grupo
variado de especies de aves con preferencias
contrastantes en el consumo de los frutos y/o
semillas. Por otra parte, los frutos de Zanthoxylum
consumidos por aves tienen pequefias semillas
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ariladas (14), lo cual contrasta con las semillas negras
lustrosas sin arilo en Z. rhoifolium.

La variedad de aves registradas consumiendo frutos y
semillas de Z. rhoifolium en cuanto a sus preferencias
alimentarias sugiere que la dispersion de semillas es
realizada por aves no especializadas, lo cual
concuerda con lo sefialado para el consumo de frutos
en el género Zanthoxylum (14) y en Z. rhoifolium
(13). De acuerdo a lo anterior, cuatro hipétesis
alternativas son propuestas para explicar como puede
ocurrir el proceso de atraccion, consumo Yy
subsecuente dispersion de frutos y semillas en Z.
rhoifolium: 1) Atraccién por aves con preferencias
alimentarias frugivoras por la coloracion roja granate
del fruto y el tamafio adecuado como son las especies
de Traupidae, éstas también pueden ser atraidas y
consumir las semillas negras lustrosas expuestas que
contrastan con la coloracion de los frutos. 2) Aves
con preferencias alimenticias insectivoras como
Mimus gilvus, consumen también frutos de otras
especies similares a Z. rhoifolium. Ademds, podrian
ser atraidas a los frutos por la superficie tuberculada
que aparenta infeccion por larvas. Algunos
vertebrados  frugivoros pueden seleccionar
activamente frutos y semillas que contienen insectos
(12). Aves como los Tyrannidae con héabitos
alimentarios  preferentemente  insectivoros  (10)
pueden ser atraidas por las semillas negras lustrosas
gue mimetizan pequefios insectos sobre los frutos.

Finalmente, el consumo y dispersién de los frutos
como unidad de dispersién en Z. rhoifolium esta
asociada con dos atributos de proteccion de las
semillas. Una relacion pericarpo/semilla ligeramente
superior a uno sugiere la proteccion de la semilla (7),
lo cual es particularmente importante en Z. rhoifolium
donde una sola semilla es transportada por agentes no
especializados. La resina de los frutos también puede
proteger a la semilla, ya que podria estimular la
regurgitacion. Ademds, la dispersion podria ser



maximizada por la corta duracion de las visitas
promovida por la accién repelente de la resina y por
las relaciones de agresividad entre especies.

En conclusion, la unidad de dispersion de Z.
rhoifolium estd representada por los frutos y las
semillas, las cuales son dispersadas por un ensamblaje
no especializado de ocho especies de aves, con
diferentes niveles de afinidad al consumo de frutos y
semillas.
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La aparicion de nuevas estrategias de desarrollo agricola para asegurar una produccion estable de alimentos que sean
acordes con la calidad ambiental, ha traido como consecuencia cambios en los paradigmas del uso de la tierra,
disminuyendo la aplicacién de agroquimicos y evaluando alternativas que permitan mejorar el equilibrio biolégico y la
fertilidad del suelo. De esta manera, se busca restaurar agroecosistemas a través del desarrollo de alternativas tecnoldgicas
basadas en recursos locales (biolégicos y naturales), que permitan la produccién de bioinsumos, para asi generar sistemas
menos perturbados con una agricultura sustentable. Una de las posibilidades es explorar las reservas microbiol6gicas
nativas benéficas, ya que ofrecen un potencial para desarrollar tecnologia alternativa para los agricultores. El uso de
biofertilizantes formados por consorcios de microorganismos benéficos como los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), uso de compost y otras alternativas menos dafiinas con el ambiente, no sélo han dado excelentes resultados en el
incremento de la produccion de las especies agricolas, sino en la restauracion de la calidad de los suelos.

Introduccion

La aparicion de nuevas estrategias de desarrollo
agricola para asegurar una produccion estable de
alimentos que sean acordes con la calidad ambiental,
ha traido como consecuencia cambios en los
paradigmas del uso de la tierra, disminuyendo el uso
de agroquimicos y evaluando alternativas que
permitan mejorar el equilibrio biolégico y la
fertilidad del suelo (1). La sostenibilidad agricola ha
cobrado especial interés en los ultimos afios, ya que
este tipo de manejo de los agroecosistemas repercute
en beneficios para el hombre, asi como para el
balance ecoldgico y agroecoldgico. Sin embargo,
para fortalecer los sistemas agricolas sostenibles se
requiere del conocimiento fundamental de los
diversos componentes que lo integran y que pueden
ser determinantes en la funcionalidad de los mismos
(15,16). Bajo este contexto, gran parte de la
productividad de los cultivos esta determinada por la
fertilidad del suelo, siendo una de las prioridades
explorar las reservas microbioldgicas nativas
benéficas ya que ofrecen un potencial para
desarrollar tecnologia alternativa para los agricultores
(3,4,16).

Es reconocido que la gran mayoria de las plantas
captan los nutrientes por medio de interacciones que
establecen con los microorganismos que viven en la
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rizosfera, especialmente con aquéllos que se han
denominado simbiontes. De alli, que actualmente
los microorganismos jueguen un papel importante
en la sustentabilidad de los ecosistemas (1,3). Entre
los microorganismos que habitan en los suelos y
que tienen funciones importantes en el ciclaje de
nutrientes, estan los hongos  micorrizicos
arbusculares (HMA), que constituyen asociaciones
mutualistas entre los hongos del Phylum
Glomeromycota y las raices de la mayoria de las
plantas (2,3,5). Esta simbiosis ha incrementado su
interés, como insumo microbiolégico en la
agricultura sustentable, pues facilita la captacion de
fosforo, un nutriente limitante en la mayoria de los
suelos tropicales, ademas de proporcionar otros
beneficios para las plantas como la tolerancia a
situaciones de estrés, estabilidad de los agregados
del suelo, entre otros (4).

Otra simbiosis relevante, pero menos estudiada, es
la que ocurre en las raices de las plantas con los
hongos septados oscuros (HSO), los cuales son
Ascomycetes, anamorficos y dematidceos que
colonizan intra e intercelularmente los tejidos de las
raices; su presencia en diversos ambientes
colonizando un vasto nimero de especies, podria
llevar a considerar que tienen un papel similar a los



HMA, en cuanto a la disponibilidad de nutrientes
(1,12).

Ante la nueva concepcion en el uso de la tierra, se ha
implementado el uso de insumos bioldgicos, el cual
no debe verse como una sustitucion de insumos por si
mismos, ya que si no se cuestiona la estructura de
monocultivos y la dependencia de insumos externos
(agroquimicos entre otros) no se ofreceran
alternativas facticas que permitan revertir la
degradacion acelerada de los recursos naturales para
la produccién de alimentos a futuro (2,16).

La calidad del suelo, desde el punto de vista de las
interacciones de las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas, produce cambios significativos en los
ciclos biogeoquimicos del suelo y en la
disponibilidad de nutrientes a las plantas (5,7). De
estas interacciones, se deriva la importancia de
evaluar el efecto del manejo de monocultivos y uso
excesivo de agroquimicos induciéndose cambios en
todos los indicadores de calidad del suelo, que en
muchos casos, podrian no ser recuperables.

La presente revision intenta resaltar la importancia
del manejo de sistemas agricolas en el &rea de
Mucuchies y el Paramo de Gavidia (Mérida) y su
efecto sobre la actividad microbioldgica del suelo
como elemento importante en la regulacion e
incorporacién de los nutrientes en la produccion de
papa, ajo y zanahoria en areas de alta montafa.

Resultados y discusién

Indicadores biologicos de calidad de suelo en
cultivos comerciales y cultivos tradicionales de bajos
insumos

El manejo intensivo y el uso de agroquimicos en
sistemas de produccion como la papa (Solanum
tuberosum spp. tuberosum) en la alta montafia en
Venezuela, ha traido como consecuencia que en las
Gltimas décadas se hayan tratado de realizar cambios
importantes hacia una agricultura sustentable
orientada al rescate de la papa nativa (Solanum
tuberosum ssp. andigenum) original de los pueblos
andinos y a un manejo menos negativo con el
ambiente. Sin embargo, persiste la produccion de
otros rubros (ajo y zanahoria) que generan mayores
ingresos econémicos pero gque van en detrimento del
ecosistema paramo por los altos requerimientos de
agroguimicos.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de algunos
indicadores bioldgicos de diferentes tipos de manejo
agricola: 1) Cultivos de papas nativas y papas
comerciales respecto a un paramo considerado como
ecosistema de referencia, y 2) Cultivos de ajo y
zanahoria en comparacion a una parcela con manejo
agroecoldgico.

Tabla 1. Indicadores bioldgicos/bioquimicos en las
diferentes localidades. Valores medios + ES. A.Des:
Actividad de la deshidrogenasa. A.Fac: Actividad de la
fosfatasa acida. PR: Suelo del paramo de referencia. PN:
Papa nativa. PC: Papa comercial. AJ: Ajo. ZN:
Zanahoria. PA: Parcela agroecolégica. Letras diferentes

sefialan  diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).
Situa- Respiracion Carbono A.Des A.Fac
cién B (mgC-CO, M (umoles (umoles
Kkg-td™h) (mgC. TPF.g° p-NF g,
Kg-l.h-l) 1.d"l) h-l)
Papa nativa y papa comercial
PR 39,5+ 933,8+ 0,03t 19,3+
50a 60,9 ¢ 0,01g 4,1
PN 30,9+ 557,8+ 0,01t 13,1+
9,2a 78,6d 0,002 h 6,1 jk
PC 7,3+ 520,2+ 0,004+ 8,9+
3,1lb 36,7d 0,001 i 1,9k
Ajo y zanahoria

AJ 48,70+ 988,80+ | 0,0030+ 0,32+
4,36 43,25n 0,0004 0,10r

P
ZN 49,70+ 698,91+ | 0,0034+ 0,26+
6,701 96,76 fi 0,0002 0,04r

p
PA 168,49+ 322,83+ | 0,0045+ 1,82+
23,7m 30,410 0,0004 0,16 s

q
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Se observa que la respiracion basal es mayor en el
paramo y en el suelo post cosecha de papas nativas,
quintuplicando aproximadamente el valor reflejado
por el suelo con papas comerciales, tendencia
similar se detalla entre el suelo de ajo y zanahoria
con la parcela agroecoldgica; que indica que hay
actividad metabolica de los microorganismos en PA
y PR. El carbono microbiano como estimacion de la
biomasa microbiana es mayor en el paramo, dicho
indicador se ve afectado por la cubierta vegetal, la
cual se acumula en él pdramo, mientras que en los
cultivos no hay cubierta vegetal lo que conlleva a
una disminucion de la biomasa microbiana, por
pérdida de biodiversidad.

En cuanto a las localidades de ajo y zanahoria, se
observé que AJ presentd un mayor valor de carbono
microbiano, en comparacion con el resto de las
localidades que puede estar asociado a la
incorporacién constante de agroquimicos que
alteran la comunidad microbiana presente y el uso
de C en el mantenimiento de las comunidades (9).
Otros indicadores bioldgicos/bioquimicos usados
fueron la determinacion de actividad enzimatica,
relacionada con otros parametros de la calidad del
suelo como el contenido de materia orgénica, la
biomasa y actividad microbiana y la disponibilidad
de nutrientes, entre otras. La actividad enzimatica




puede reflejar cambios mas rapidos respecto a otras
propiedades del suelo.

La actividad de la deshidrogenasa disminuye en mas
de 60% en cultivos de papas, siendo menor en PC en
comparacion al paramo de referencia; asi mismo, se
detalla como en PA este indicador es mayor respecto
a los manejos intensivos de ajo y zanahoria. Estas
respuestas expresan que hay un continuo proceso de
oxido-reduccién de la materia organica en estas
localidades, en el paramo y en PA. La fertilizacion
guimica afecta la actividad de la deshidrogenasa
debido a modificaciones en la comunidad
microbiana, ademas los microorganismos agotan de
manera mas répida la fuente de carbono facilmente
degradable, por lo que disminuye la produccion de
esta enzima de accion intracelular (10). La actividad
de la fosfatasa &cida, por su parte, es menor en las
parcelas en donde hay incorporacion de P como
fertilizante quimico o enmiendas organicas, ya que
el P actia como un retro alimentador negativo.

Se puede deducir, a partir de estos resultados, que el
cultivo de papas, ajo y zanahoria, asi como las
especies de la PA, producen cambios en las
propiedades bioldgicas del suelo, siendo menos
marcados en la parcela de papas nativas y en PA, lo
que podria indicar el nivel de conservacién de los
suelos cuando se disminuye el uso de agrogquimicos.

Micotrofia del sistema en cultivos comerciales y
cultivos tradicionales de bajos insumos

La micotrofia de las localidades estudiadas (Tabla 2)
es alta (>50%), entendiéndose por micotrofia la
capacidad de las plantas de asociarse a los HMA. Los
resultados indican que los diferentes tipos de manejo
dado en la produccion de papas no afectan la
colonizacion por parte de las HMA, pero en ajo y
zanahoria si se ve afectada. Se puede inferir que la
micotrofia en estos sistemas estd asociada a la alta
micotrofia de los cultivos (8,10), que podria
estimular el crecimiento del hongo o recuperacién del
indculo natural, como ha sido sefialado en cultivos
como la yuca y el maiz en agricultura de subsistencia
(Amazonas), donde después de la tala y quema el
establecimientos de conucos incrementa la
produccidn de propagulos (6,7,11).

En torno a los resultados de las esporas como
estructuras de propagacion de los HMA, éstos
indican que la densidad de las mismas es menor en
suelos con manejos comerciales. La disminucion del
nimero de esporas se atribuye al constante manejo
agronoémico que se le da al suelo. Se debe tener en
cuenta que la micotrofia del sistema no es un
caracter definitivo, ya que sélo proporciona
informacion de la presencia o ausencia mas no la
funcionabilidad de la simbiosis.
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Respecto a la colonizacion de HSO, se detalla que
es menor en comparacion a la colonizacion por
HMA vy dichos valores difieren en las localidades,
siendo mayor en PC y PA. La baja disponibilidad
de P (deducida por la actividad de la fosfatasa
acida), como la ineficiencia de los cultivos de papa
comercial en la adquisicion del P del suelo (13,14),
inciden en que las plantas presenten diferentes
adaptaciones simbidticas (HMA y HSO) que
mejoran la toma del mismo.

En Venezuela, se habia reportado la presencia de
HSO solo en zonas de condiciones extremas
relacionadas a la alta concentracion de elementos
toxicos para las plantas; como ocurre en el ecotono
y la sabana de Loma de Niquel, lo que sugiere que
la asociacion se ve favorecida bajo condiciones

estresantes independientemente de haya
colonizacion por HMA (1).
Tabla 2. Estatus micorrizico en las diferentes

localidades. Valores medios + ES. PMA: Colonizacion
HMA. HSO: Colonizacion de HSO. D.E: Densidad de
esporas. PR: Suelo del paramo de referencia. PN: Papa
nativa. PC: Papa comercial. AJ: Ajo. ZN: Zanahoria.
PA: Parcela agroecoldgica Letras diferentes sefialan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Localidad PMA HSO D.E
(%) (%)
PR 615+10a | 11,4+20b | 580+ 155d
PN 66,4+30a| 40+11b | 481+71 d
pPC 66,1+24a | 20,1+32c | 233+14 e
Al 66,0+ 4,6 f 1,5+0,2 h 145+ 22 k
ZN 57,0+ 3,8 f 3,5+0,91i 95+ 17 k
PA 80,0299 15,8+1,8j 340+ 26|

Conclusiones

La presencia de HMA en los diferentes tipos de
manejo agricola de altos y bajos insumos, indica
que los cultivos podrian tener un efecto sobre el
crecimiento y actividad de estos hongos, sin
embargo faltaria por evaluar la eficiencia de los
HMA en el establecimiento funcional de la
simbiosis. La presencia de HSO fue mayor en las
localidades en donde la incorporacion de fésforo
era mas demandante, ya sea por las caracteristicas
del cultivo o por las condiciones quimicas de la
localidad. En el cultivo de papas nativas y la
parcela agroecoldgica, los indicadores de calidad
del suelo mostraron cambios menos marcados en
la calidad bioldgica de suelo en comparacion a las



parcelas

de altos insumos quimicos. Estos

resultados son un aporte mas a las evidencias hasta
ahora presentadas sobre el deterioro de los suelos en
sistemas agricolas de altos insumos. Se requiere
establecer cambios importantes en la agricultura
moderna que permitan la preservacion de los suelos

y

agricultura  sustentable

el ambiente de manera de mantener
para el uso de

una
las

generaciones futuras.
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Los ecosistemas de alta montafia tropical se han caracterizado como una zona de rigurosidad climatica y ademas presentan
variaciones de estrés abruptas a lo largo de los gradientes altitudinales, por lo que han sido ampliamente estudiados con el
fin de comprender los patrones y mecanismos de las interacciones planta-planta. En el paramo desértico de los Andes
Venezolanos se han encontrado importantes evidencias sobre el papel del arbusto Hypericum laricifolium como ingeniero
ecosistémico (IE), lo que nos ha llevado a estudiar su efecto sobre las variaciones microambientales y sus asociaciones
espaciales con otras especies de la comunidad a lo largo de un gradiente altitudinal del pAramo desértico, encontrando
importantes cambios microambientales debido a la presencia de su copa, con respecto a las areas abiertas. Ademas, se
determind la riqueza y diversidad de especies que crecen bajo la influencia del arbusto y en los espacios abiertos y los
resultados mostraron que ambos parametros fueron significativamente mayores en las areas bajo H. laricifolium.
Entonces, si esta especie arbustiva actila como IE, su conservacion en la alta montafia debe ser una preocupacién central
para el mantenimiento de la diversidad para estos habitats particularmente estresados.

Introduccion

El establecimiento de plantas en la alta montafa se
encuentra limitado por diferentes factores que
caracterizan estos ecosistemas, tales como las
temperaturas extremas del aire y del suelo, la
inestabilidad del sustrato y la elevada
evapotranspiracion generada por el viento y la alta
radiacion solar (17) y este conjunto de condiciones
ambientales produce una serie de limitaciones en el
proceso reproductivo de las plantas (15).

Connell y Slatyer (12) han planteado que en los
ambientes de clima frio, el proceso sucesional se
asemejaria al modelo de facilitacion. Segun este
modelo, existiria un grupo de especies pioneras
capaces de colonizar un sitio con condiciones fisicas
extremas que permiten el establecimiento de otras
especies. La presencia de estas especies pioneras
genera nuevas condiciones microclimaticas o edéaficas
gue facilitan el establecimiento de otras especies
sucesionalmente mas tardias (19). En los ecosistemas
de alta montafia, estas especies pioneras suelen
identificarse como  especies fundacionales o
ingenieros ecosistémicos (IE), debido a su capacidad
de controlar directa o indirectamente los recursos
disponibles, generando cambios tanto en las
condiciones bidticas como abidticas, siendo capaces
de crear, mantener o destruir el habitat de otras
especies, modulando el ambiente (2).
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Se ha propuesto que la atenuacion de las condiciones
estresantes por parte de las especies gue actlan como
IE, generando microambientes que se producen
principalmente bajo los individuos adultos ya
establecidos, podria ser fundamental para el
reclutamiento, establecimiento y supervivencia de
nuevos individuos, al ofrecer condiciones menos
rigurosas que su entorno (4,5,7,8). Se ha encontrado
que el efecto de la facilitacion juega un papel muy
importante sobre la riqueza y diversidad de plantas en
comunidades de alta montafia en los Andes,
principalmente a través del aumento en la
disponibilidad hidrica, debido al amortiguamiento de
las temperaturas extremas bajo la copa de la
vegetacion (2,3,11,21).

En los Andes Venezolanos se han llevado a cabo
investigaciones que representan importantes aportes
sobre el papel del arbusto Hypericum laricifolium
como IE en la alta montafia, donde se ha reportado
que la influencia de esta especie puede aumentar la
riqueza de especies en relacion a las areas abiertas,
encontrandose asociaciones tanto positivas como
negativas entre el arbusto y otras especies de la
comunidad, pero con una prevalencia de las
asociaciones positivas (6,13,21), derivadas de las
modificaciones microambientales debido a la
presencia de su copa, registrandose disminuciones
significativas de la radiacién, temperatura del suelo y



un aumento en la humedad relativa del suelo y de la
materia organica de hasta un 35% (6,21).

En este sentido, nos planteamos estudiar las
interacciones planta-planta del arbusto H. laricifolium
en un gradiente altitudinal que incluye cuatro sitios
ubicados sobre los 4000 msnm, donde su papel como
IE no ha sido estudiado.

Sitio de estudio

Para llevar a cabo el presente trabajo en el Paramo de
Piedras Blancas se escogieron cuatro sitios ubicados a
diferentes altitudes (4100, 4200, 4300, 4400 msnm).
En cada uno de los sitios de muestreo se establecieron
dos situaciones: 1) bajo la influencia del arbusto H.
laricifolium (BA), y 2) fuera del arbusto, ubicada en
lugares escogidos al azar que no se encuentran bajo la
influencia de la copa de H. laricifolium (FA), donde
se llevaron a cabo las determinaciones indicadas a
continuacion.

Resultados y discusién

Caracterizacion microclimatica

La sombra que proviene de los doseles de arbustos o
arboles disminuye la incidencia de altas radiaciones,
reduce las amplitudes térmicas y disminuye la
evaporacion del agua bajo el dosel, promoviendo un
aumento en la humedad del suelo, en comparacién
con el suelo desnudo de los alrededores, y en general,
un mejor equilibrio en el estado hidrico de la planta
(9,18,20,21). El aumento de la humedad del suelo
vinculado a la reduccion de la evapotranspiracion se
ha identificado como un mecanismo clave que
impulsa los efectos positivos de las plantas
facilitadoras sobre sus beneficiarias (18). Ademas, se
ha encontrado que una mayor acumulacién de materia
organica del suelo (MOS) bajo la copa de arbustos
genera variaciones diarias de temperatura mas
pequefias y aumenta la retencion de humedad en el
suelo (20).

El efecto de la presencia de H. laricifolium en la
atenuacion de las temperaturas se puede observar en
la Fig. 1, donde se muestra el perfil diario promedio
de las temperaturas del suelo durante un periodo de
46 dias. Las temperaturas del suelo muestran que
efectivamente la presencia del arbusto tiene un efecto
importante en la atenuacién de las temperaturas
extremas, reduciendo el intervalo de amplitudes
térmicas que representan un estrés para la comunidad
vegetal que ahi se desarrolla. Esto se traduce en
temperaturas mas célidas durante la noche y mas frias
durante el dia, produciendo una disminucién de mas
de 10°C durante las horas del dia donde hay mayor
incidencia de radiacion y por ende, las temperaturas
aumentan considerablemente.
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Fig. 1. Perfil diario de temperaturas del suelo registradas
durante un periodo de 46 dias, bajo la copa del arbusto
Hypericum laricifolium (linea negra) y las &reas abiertas
(linea roja), a 4100, 4200, 4300 y 4400 msnm.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de algunos
parametros microclimaticos determinados durante
nuestro estudio. Las regiones de las altas montafias
tropicales se caracterizan por presentar altas
radiaciones incidentes y su intensidad incrementa a
medida que aumenta la altura (1). Esta tendencia se
pudo observar claramente en nuestros resultados, ya
gue hubo un incremento importante en la radiacién
promedio a lo largo del gradiente altitudinal, siendo
considerablemente mayor en el sitio mas alto.
Ademas, se observa que la cobertura por parte de la
copa del arbusto H. laricifolium disipa de manera
importante la radiacion incidente promedio a nivel
local, en comparacion con las &reas fuera de la
influencia del arbusto, lo que a su vez, esta
relacionado con la disminuciéon de las temperaturas
durante las horas cercanas al mediodia.

En las zonas de alta montafia se ha descrito que la
MOS decrece con la altitud, y alcanza valores
cercanos a Cero en sustratos sin vegetacion (17).
Nuestros resultados muestran claramente lo descrito
en la literatura, ya que los valores de MOS
encontrados disminuyeron significativamente con la
altitud, como una consecuencia de la reducida
cobertura vegetal en los sitios de estudio mas altos. A
pesar de que nuestros porcentajes de MOS fueron
bajos (entre 5y 14%), anteriormente se han reportado
valores ain mas bajos en los paramos andino vy
altiandino (entre 2 y 4%) (21). Por su parte, contrario
a lo que se esperaba no se observo un efecto claro de
la presencia del arbusto H. laricifolium. Esto pudo
deberse a que el muestreo realizado a una
profundidad de entre 5y 10 cm del suelo no permitio
observar diferencias claras, debido a que la influencia
de las plantas sobre la materia organica es mayor en



los horizontes superiores del suelo, limitandose
principalmente al area bajo el dosel de la planta o
inmediatamente adyacente a ella, ya que las
modificaciones del suelo desaparecen rapidamente
con el aumento de la distancia desde tallo de la planta
(16,23).

Tabla 1. Radiacion fotosintéticamente activa PAR (umoles
m™ s%), contenido relativo de humedad en el suelo CRHS
(%) y materia organica del suelo MOS (%) bajo la copa del
arbusto Hypericum laricifolium (BA) y en éareas abiertas
(FA), a 4100, 4200, 4300 y 4400 msnm. Para PAR, letras
diferentes indican  diferencias  significativas entre
situaciones (BA y FA) a p <0,05. Para CRHS y MOS,
letras diferentes indican diferencias significativas entre
alturas a p <0,05. Valores medios + error estandar.

. PAR
Altitud Situacion | (umoles m-> CEHS MOS (%)
(msnm) seg-Y) (%)

BA 646,99 + 8,46 * 13,24 +

4100 144,08 (b) | 0,77 (bc) | 1,45(a)

FA 1612,97 + 7,02 + 13,64 +

105,40 (a) | 0,97 (bc) | 0,71 (a)

BA 339,90 + 8,54 + 10,54 +

4200 65,36 (b) 0,71 (b) | 0,63 (h)

FA 1471,64 + 8,45+ 10,66 *

104,88 (a) | 0,93 (h) 1,34 (b)

BA 600,14 + 10,32 + 5,59

4300 87,78 (b) 0,71 (b) 0,54 (c)

EA 1742,98 + 10,91 + 505+

66,35 (a) 0,93 (b) 0,78 (c)

BA 367,58 £ 18,56 6,34 =

2400 50,76 (b) | 2,43(a) | 0,66 (c)

EA 2273,56 19,21 + 4,86 +

115,02 (a) | 0,68 (a) 0,55 (c)

Los gradientes altitudinales en los sistemas
montafiosos se han usado a menudo para estudiar las
interacciones entre plantas, asumiendo que las
elevaciones mas altas son mas estresantes para las
plantas principalmente por las temperaturas extremas
y por las altas radiaciones (22). Sin embargo, las
plantas en sistemas montafiosos en ambientes secos
pueden sufrir, ademds, del estrés hidrico a
elevaciones bajas (10). Este gradiente de estrés
cruzado se reflejé en nuestros resultados reportandose
una disminucién de la humedad en el suelo en los
sitios menos elevados de nuestro gradiente altitudinal.
Nuestros resultados no muestran un efecto claro de la
presencia del arbusto H. laricifolium sobre el
contenido de humedad en el suelo, quizas por la
profundidad a la que fueron tomadas las muestras, tal
y como se explica en el caso de la MOS. Sin
embargo, Céceres et al. (6) y Ramirez et al. (15)
reportan valores mayores de contenido de agua bajo
la cobertura del arbusto que en las areas abiertas en
diferentes sitios del Paramo de Piedras Blancas, y

esto es consistente con los efectos de H. laricifolium a
nivel comunitario que se registraron en el presente
trabajo, los cuales se presentan a continuacion.

Efectos de H. laricifolium a nivel comunitario:
riqueza y diversidad de especies

La Tabla 2 muestra que la presencia del arbusto tuvo
un efecto sobre la riqueza y la diversidad de la
comunidad, y que la intensidad de este efecto varia a
lo largo del gradiente altitudinal establecido. Aunque
en los cuatro sitios de estudio se observo que la copa
del arbusto H. laricifolium aumenté la riqueza y
diversidad de especies con respecto a las areas
abiertas, en los dos sitios de menor altitud este efecto
fue mayor en comparacion con los sitios de mayor
altitud. Los resultados obtenidos sugieren que la
facilitacion neta a nivel de la comunidad es mas
fuerte en los sitios de menor elevacion. Esto parece
indicar que la facilitacion mediada por el arbusto esta
relacionada con un mayor estrés hidrico en las zonas
mas bajas. Cavieres et al. (10) sugieren que si bien el
estrés térmico aumenta con la elevacion en ambientes
alpinos, en algunos casos la baja disponibilidad de
humedad podria ser un factor mas importante.

Tabla 2. Riqueza promedio de las especies e indice de
Diversidad de Shannon (H’) registradas en areas bajo el
arbusto Hypericum laricifolium (BA) y en areas abiertas
(FA), a 4100, 4200, 4300 y 4400 msnm. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre situacion (BA y FA)
a p <0,05. Valores medios + error estandar.

(f]‘:;'rfﬁf) Situacién (Té‘lggz‘zl(eg; Diversidad (H)
1100 BA | 7+026@) | 0,69%0,02 (a)
FA | 4£028(b) | 0.40+0,03 (b)

00 BA | 6+031() | 0,64%003 )
FA | 3£032(b) | 0.36+0,04 (b)

w00 BA | 5+032(a) | 057003 (@)
FA | 4£039(b) | 0.44+0,04 (b)

o0 BA | 5£035(a) | 0,61%003 @)
FA | 4£042(b) | 0.44+0,04 (b)

Entonces, si las especies arbustivas actian como IE,
la conservacion de los arbustos en la alta montafa
debe ser una preocupacion central para el
mantenimiento de la diversidad y restauracion de
hébitats particularmente estresados (14).
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Intercambio gaseoso en café y su respuesta al déficit hidrico
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El café de origen africano, es considerado uno de los cultivos lefiosos tropicales mas importantes a nivel mundial. En
Ecuador tienen informacion de produccion y tolerancia a enfermedades de muchos cultivares de café, pero carecen de
informacion ecofisioldgica, la cual es necesaria para entender las respuestas de aclimatacion del cultivo a las diferentes
condiciones ambientales. Con el fin de conocer la capacidad fotosintética de 10 cultivares de Coffea arabica (arabigo) y
15 clones de Coffea canephora (robusta), se evalud el intercambio gaseoso (IG): tasa de fotosintesis (A), transpiracion
(E), conductancia estomatica (gs) y eficiencia de uso de agua (EUA). Se evalud el efecto del déficit hidrico (DH) sobre el
IG en C. arabica. La A varié entre cultivares arabigos y clones robusta entre 8 y 15 umol m? s y g, entre 150 y 375
mmol m? s, El café arabigo fue sensible al DH, mostrando una respuesta diferencial en la las variables de IG entre
cultivares y tratamiento. La EUA fue significativamente mayor en Cavimor Mn, Pache enano y en los clones robusta
(ECU ROBUSTA 01, CONILON 1y CONILON 2), por lo que podrian tener una alta productividad en zonas cafeteras.

Introduccion

El café se considera el principal producto agricola de
consumo en el mundo con un mercado que genera
anualmente méas de 90 billones de dolares. Cerca del
8% de la poblacion mundial (500 millones de
personas), esta involucrado en el mercado del café,
desde su siembra hasta su consumo final,
representando una de las bebidas favoritas y
preferidas mas consumidas del planeta, con un
consumo que crece a una tasa promedio anual del 2%
(2011-2015). Actualmente, la produccion de café
asciende a 115 millones de sacos (60 kg) de café
beneficiado (4).

El café es un cultivo lefioso tropical nativo de
regiones tropicales de Africa (Norte de Etiopia). Es
un arbol de 10 a 12 metros que pertenece a la familia
de las Rubiaceae; de las 100 especies del género
Coffea, s6lo Coffea arabica L. y Coffea canephora
Pierre ex A. Froehner, son econdmicamente de
importancia, que en conjunto representan el 99% de
la produccion mundial de café en grano,
produciéndose 64-75% arabica y el resto de robusta
(4). También se cultivan, en una escala mucho
menor (1%), las especies Coffea liberica, Coffea
racemosa, Coffea sthenophylla y Coffea abeokutae.
Tradicionalmente el café es considerado una especie
de sombra, con bajas tasas maximas de fotosintesis a
luz saturante (Aprrsa), Dajo punto de saturacion de
luz (PSL) y bajas tasa de respiracion en oscuridad
(Rp) relativamente, con altas eficiencia cuéanticas;
CDCOZ (2,9)

La capacidad fotosintética del café, determinada
bajo condiciones saturante de luz y CO, (~ 5 kPa),
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alcanza valores de hasta 30 pmol m? s™ (2). Los
bajos valores de la tasa de fotosintesis neta (A) in
situ se han asociado con limitaciones difusivas
(estomatica y mesofilar), mas que a las limitaciones
bioquimicas (1,2). En la literatura se han reportado
valores promedio de A de 7,2 y 8,3 umol m?s™ y de
conductancia estomética (gs) de 108 y 148 mmol m™
st para el café arabica y conilon, respectivamente
(3).

Existen extensas revisiones de la fisiologia del café
Brasilefio, tanto en C. arabica como en C.
canephora, incluidas las relaciones hidricas y la
tolerancia a la sequia, aclimatacion fotosintética a la
luz, metabolismo del nitrégeno, los impactos de
temperaturas extremas, la sequia y elevadas
concentraciones de CO, sobre la fisiologia Yy
produccién del café (grupo de Fabio DaMatta y
colaboradores).

A pesar de la existencia de una extensa investigacion
ecofisiologica sobre el café en el Brasil, todavia
existe desconocimiento de muchos procesos
fisioldgicos, acentudndose esta situacion en el
Ecuador, de tal manera que en nuestro estudio
reportaremos informacion relevante e importante de
la capacidad fotosintética en café arébiga y robusta
en Esmeraldas, norte de Ecuador (5,6,7,8).

La informacion generada en este trabajo nos
permitird seleccionar cultivares y/o clones de café
que tengan un buen desempefio fisioldgico, una
mayor capacidad fotosintética y/o mejor eficiencia
de uso de agua (EUA) y que se vean menos afectado
por el déficit hidrico (DH).



Se evalu6 el intercambio gaseoso (IG): A, tasa de
transpiracion (E), g, y EUA, con un analizador
infrarrojo de gases portatil modelo CIRAS 2 (PP
Systems, Hitchin, RU) en 10 cultivares de Coffea
arabica (arabigo) (5,6) y 15 clones de Coffea
canephora (robusta) (8,9) en plantas de 10 meses de
edad, cultivadas en bolsas de 10 kg, con un sustrato
de suelo franco arenoso cultivadas en condiciones
semi-controladas (umbréculo), ubicado en el Jardin
Botanico de la Estacion Experimental de Matile en
la FACAAM-UTELVT en la ciudad de Esmeraldas
(Tabla 1). Los cultivares y clones fueron
seleccionas en funcién de la productividad y
resistencia a enfermedades.

Tabla 1. Diez cultivares de café ardbigo y 15 clones
de café robusta evaluados.

Coffea arabiga

Bourbon Salvador La isla Bourbon
Catuai Amarillo Mundo Novo y Caturra
Sarchimor 4260  Villa Sarchi x Hibrido de Timor

Cavimor Mn Catuai x Catimor
. Sarchimor 1669  Villa Sarchi x Hibrido de Timor
Variedades )
Caturra rojo Son mutantes de “Bourbon,
Catuai rojo Mundo novo y Caturra
Catimor ECU 02 Caturra x Hibrido de Timor
Pache Enano una mutacion de Typica
Cavimor ECU Catuai x Catimor
Coffea canephora
NP3056P 10 Robusta
NP2024P1 Robusta
COF-01 Robusta
COF-06 Conil6n
COF-02 Conil6n
LG-5-02 Robusta
LG-S-01 Robusta
Clones SICA 1 Robusta
SICA 2 Robusta
SICA 3 Robusta
SICA 4 Robusta
SICA5 Robusta
CONILON 2 Robusta
ECU ROBUSTA 01 Robusta
CONILON 1 Robusta

Todas las determinaciones de IG se realizaron en
hojas adultas completamente expandidas y sanas,
bajo las siguientes condiciones de medidas:
concentraciéon de CO, ambiental (C,) 410 £ 10 ppm,
21% de O, temperatura foliar de 30 £+ 1 °C,
densidad de flujo foténico saturante (DFF) 1200
umol m? sy un gradiente vapor de agua hoja—aire
(VPD) de 1,5+ 0,1 MPa.

Se realizaron experimentos donde se simuld la
sequia induciendo el DH, por suspension de riego
durante un mes, a 5 plantas de cada cultivar de café
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arabiga, obteniendo asi un grupo de 50 plantas
sometidas a DH y otro grupo de 50 plantas controles
(bien irrigadas) (5,6).

Se evaluo el efecto del DH sobre variables de estado
hidrico e intercambio gaseoso al inicio del
experimento (dia 0) y los dias 8, 15, 22, 29 del
tratamiento de DH y al dia 30 luego de la
reirrigacion, donde se determiné cuales cultivares
responden mejor a la reirrigacion.

Intercambio gaseoso en café arabigo y robusta

En todos los cultivares de café se observaron las mas
bajas A al inicio de las evaluaciones, debido al
proceso de aclimatacion que sufrieron las plantas de
café, al ser trasplantadas a bolsas de plastico de
mayor volumen. Luego de 4 meses, la A se
estabilizd6 en la mayoria de los cultivares,
encontrando las mayores A en los cultivares
ardbigos (Cavimor ECU, Pache enano, Caturra rojo
y Catuai rojo), y las menores para Bourbon salvador
y Catuai amarillo (6,7), mientras que la A fue mayor
en los clones robustas (CONILON 1 y ECU
ROBUSTA 01) (Tabla 2).

Tanto en los cultivares de café ardbigo como en los
en los clones de café robusta se observé que hubo
diferencias significativas en los parametros de
intercambio gaseoso evaluados (Tabla 2). Los
clones CONILON 1, CONILON 2 Y ECU
ROBUSTA 01 mostraron las mayores A y mayor
EUA, en comparacion con los obtenidos en NP3056
P10, SICA 2y NP 2024 P1 (7,8).

Sin embargo, en promedio no se observaron
diferencias significativas en A y gs entre el café
arabigo y el café robusta (5,6,7,8) (Tabla 2).

La E vari6 entre valores de 3-4 mmol m? s* en
todos los cultivares y clones de café. La gs en
promedio estuvo alrededor de 310 mmol m™ s¥,
augqule se observaron cultivares con gs >350 mmol
m<s™.

La EUA, evaluada como la relacion A/E, siguio la
misma tendencia que la observada en A, es decir, fue
significativamente mayor en CONILON 1,
CONILON 2 y ECU ROBUSTA, seguidos por los
arabigos (Cavimor Mn, Cavimor ECU, Pache
enano), mientras que las menores se encontraron en
Bourbon salvador y Catuai amarillo (Tabla 2).

Se encontrd una relacion lineal significativa entre A
y gs en café arabiga (5,6,10,11,12), mientras que no
se observo esta correlacion en clones de café robusta
(7,8,10,12).

En los cultivares de café ardbigos estudiados, la A'y
el VPD tuvo una relacién curvilinea negativa,
significativa (r’=0,62, p<0,05), es decir a mayores
valores VPD, causa una disminucion en A, producto
de menores gs (5,6,10,12). Por el contrario, la A fue



independiente del VPD en los diferentes clones de
café robusta, sugiriendo que probablemente en el
café robusta evaluado en buena condicion hidrica y
nutricional, no existe un control estomatico fuerte, es
decir, la repuesta de la gs al VPD fue pequefia o
ausente (7,8,10,11,12).

Tabla 2. Intercambio gaseoso: tasa de fotosintesis
(A), tasa de transpiracion (E), conductancia
estomatica (gs) y eficiencia de uso de agua (EUA) de
10 cultivares de café ardbigo y 15 clones de café
robusta con buen suministro hidrico y nutricional,
en plantas creciendo en el invernadero del jardin
Botanico de Mdtile.

A E s EUA
C. arabica (umolm?s™) (mmolm?s?) (mmolm?s™) (mmol mor)
Bourbon Salvador 9,8+0,7 41+04 301,2 + 48 25+0,3
Catuai amarillo 95+0,8 43+0,1 309,6 + 35 2,2+0,2
Catuai rojo 113+1,1 3505 227,8 +48 3,3+0,2
Sarchimor 4260 11,3+0,4 42+0,3 321,8+38 2,702
Sarchimor 1669 10,9+ 0,6 39 £0,4 284,2 +40 28+0,3
Cavimor Mn 119+13 36+0,6 284,8 £ 29 36+x04
Caturra rojo 11,7+£0,6 41+0,3 341,4 + 43 29+0,2
Catimor ECU 02 10,9+0,9 46+0,3 411,8 +38 2,4+0,3
Pache Enano 136+1,2 44+0,3 337,2+43 3,1+0,1
Cavimor ECU 118+11 3,7+0,3 260,6 + 33 32+0,1
Media + ES 113+04 40+0,11 308,0 + 16 2,8+ 0,13
C. canephora
NP 3056 P10 95+05 43+04 375,937 26+04
SICA4 10,4+0,8 30+0,3 198,3+ 19 39+05
SICAS5 10,8+0,7 3,3+0,3 2235+ 17 39+06
NP - 2024 P1 10,8+0,3 47+05 303,2 + 34 28+04
SICA?2 10,9+0,9 3503 267,2 + 26 36+0,6
COF - 06 11,0+ 0,5 42+04 317,0+ 32 32+04
SICA1 11,2+0,5 34+03 2292 +21 40+0,6
COF- 02 11,2+0,6 40+0,3 295,7 + 26 32+04
SICA3 11,3+£0,7 3603 251,5 +20 36+05
LG-S-02 11,4+£0,5 43+04 266,3 + 41 31+04
COF-01 125+0,6 44+0,3 355,5+ 32 32+04
CONILON 2 12,9+0,6 32104 226,0 + 28 5,6 £1,0
LG-S-01 13,2+0,6 42+0,3 3495+ 31 35+05
CONILON 1 13,3+0,7 3,1+0,3 223,1+18 59+1,1
ECUROBUSTA01 15,1+0,7 39+04 284,2 + 27 49+0,8
Media + ES 11,7+04 38+0,13 277,7+14 38+0,24

Efecto del DH sobre el IG en café arabigo

Los mayores contenidos de agua foliar fueron
observados en Pache enano, Catuai amarillo,
Cavimor Mn y Sarchimor 4260. Se observaron
diferencias significativas en contenido relativo de
agua y éarea foliar especifica entre cultivares y DH.
En todos los casos hubo una reduccion considerable
en el contenido de agua del suelo (entre el 70-90 %),
con el DH. Se observo una recuperacion en el estado
hidrico de las plantas luego de la reirrigacion (5,6).
Para el dia 22 de tratamiento hidrico, se observaron
diferencias significativas en la A entre los cultivares
de café arabigo estudiado, entre DH y la interaccion
(cultivares x DH), indicandonos que existe una
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respuesta diferencial de la A al DH en café arabigo
(5,6,10,11,12).

La mayor A fue observada en Cavimor ECU y Pache
enano, cultivares que mantuvieron la A hasta 22 dias
de DH sin variacion, ambos cultivares mostraron
una réapida recuperacién luego de transcurridas 24h
de haber sido irrigados.

Se encontr6 que Pache enano, Catimor ECU 02,
Cavimor ECU, Catuai rojo, Sarchimor 1669 fueron
los cultivares mas tolerantes al DH, mientras que
Catuai amarillo, Cavimor Mn, Sarchimor 4260 los
mas susceptibles, sin lograrse recuperar luego de
haber sido irrigados (5,6).

Se encontrd una relacion lineal significativa entre A
y s en cultivares de café arabiga sometidos a DH,
donde las variaciones de g, explican un 64% de los
cambios en A. Los menores valores de A se
observaron en plantas sometidas a los 29 dias de DH

(Fig. 1).
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Fig. 1. Relacion entre la tasa de fotosintesis (A) y la
conductancia estomatica (gs) en diez cultivares de
café arabigo, plantas control (circulos negro) y
sometidos a deficiht hidrico por 29 dias (circulos v
blancos). A=0,026 gs -0,93); r’= 0,64; p<0,05.

En los cultivares Catuai rojo, Cavimor ECU 02 y
Sarchimor 1619, la A disminuyd de manera lenta y
gradual; luego de 24 h de haber sido irrigados
tuvieron una rapida recuperacién. Pache enano
mantuvo constante la A, a excepcion del dia 22,
cuando  disminuy6 y  luego  incremento,
manteniéndose asi hasta la reirrigacion. Este
cultivar, a pesar de su bajo porte, podria ser
recomendado en los programas de cruzamiento y/o
mejoramiento genético, dada su alta A, EUA y
buena respuesta al DH.

Se observaron diferencias significativas en la gs
entre el tratamiento del DH, encontrdndose una
disminucion en gs con el DH en algunos cultivares.



No hubo diferencias significativas en E entre
cultivares, DH e interaccion (cultivares x DH), para
el dia 22 de DH (5,6,10,12).

El hecho de que A disminuy6 con el DH, sin
producir cambios significativos en E, se tradujo en
una reduccion de la EUA; esta variable mostrd
diferencias significativas entre cultivares, DH e
interaccién (cultivares x DH), tanto en el dia 22
como en la irrigacion.

El café arabigo fue sensible al DH, mostrando una
respuesta diferencial entre cultivares y DH en la
mayoria de las variables de I1G. Los cultivares
arabigos (Pache enano, Catimor ECU 02, Cavimor
ECU, Catuai rojo, Sarchimor 1669) fueron los mas
resisten al DH, mientras que Catuai amarillo,
Cavimor Mn, Sarchimor 4260 los méas susceptibles.
Los cultivares Cavimor ECU, Pache enano tuvieron
las mayores A y EUA, mantuvieron estos
pardmetros hasta 22 dias de DH y mostraron una
recuperacion total con la irrigacion, sugiriendo que
estos cultivares podrian ser seleccionados para su
cultivo en zonas donde exista periodos de baja
disponibilidad hidrica; sin embargo, es requerida con
urgencia mayor investigacion en condiciones
naturales.

La EUA fue significativamente mayor en Cavimor
ECU, Pache enano, Caturra rojo y Catuai rojo,
mientras que las menores se encontraron en Bourbon
y Catuai amarillo. Concluimos que la A y la EUA
podrian ser indicadores de la tolerancia que poseen
los cultivares de café arabiga al DH.

Los clones ECU ROBUSTA 01, CONILON 1y
CONILON 2 mostraron las mayores A y EUA, por
lo que podrian tener una alta productividad en la
zona de Esmeraldas.
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Intercambio gaseoso y actividad fotoquimica en clones de cacao
(Theobroma cacao L.) cultivados en el sistema agroforestal del
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Se midieron parametros de intercambio gaseoso (PIGs) y de fluorescencia de la clorofila-a (PFs) en 3 clones de cacao,
en un sistema agroforestal (SA), para evaluar su desempefio fisioldgico bajo la sombra de diferentes arboles maderables:
Tabebuia rosea, Swietenia macrophylla, Cedrela odorata y Cordia thaisiana. La combinacion clon-sombra tuvo un
efecto significativo sobre los PIGs mas no en los PFs evaluados (ANOVA 2-vias, p<0,05). El clon 443 bajo la sombra de
C. thaisiana (443-PAR) fue la combinacién con mayor tasa fotosintética (A) y eficiencia en el uso de agua (13,2 + 3,4
pmol m? sty 3,2 + 0,8 mmol mol™?, respectivamente). La conductancia estomatica (gs) sélo explicé 16 % de la
variacién de A (P=0,006). La concentracién intercelular de CO, (C;) fue significativamente mayor (>300 pmol mol™) en
combinaciones con bajas A y menor (<250 pmol mol™) en combinaciones con altas A. No hubo evidencia de
fotoinhibicion (valores de eficiencia cuantica maxima >0,75) ni efecto clon-sombra sobre el transporte de electrones
(ETR). Los resultados sugieren que 443-PAR utiliza més eficientemente los electrones en la reduccién del CO,,
mostrando un mejor desempefio fotosintético en las condiciones edafo-climaticas de la subregion Barlovento y puede ser

una combinacién promisoria para sequias prolongadas.

Introduccion

En algunos lugares del trépico las practicas de
monocultivo, en conjunto con el crecimiento
demogréfico, ejercen una fuerte presion sobre los
suelos causando el empobrecimiento de los mismos
y disminucion tanto de la productividad de los
cultivos como de la biodiversidad (12). Ante este
problema, se ha planteado la necesidad de blsqueda
de sistemas de produccién mas diversos que sean
sostenibles en el tiempo (8,9,12). El sistema
agroforestal (SA) surge como una opcién viable para
los problemas de baja produccién y la degradacion
de los suelos en los tropicos (8,9).

El SA es la combinacion de un cultivo de interes
para el productor con arboles, ya sean maderables o
no, y su implementacion ofrece varias ventajas: a) El
productor obtiene beneficios econdmicos adicionales
por los recursos que ofrece el arbol (madera, frutos,
hule entre otros), y no depende Unicamente del
cultivo, b) Favorece un sostenido ciclaje de
nutrientes y fijacion de nitrogeno de la atmdsfera, lo
cual enriquece el suelo, aumenta la productividad y
puede mantener la biodiversidad local (8,9,12,17), y
c) Contribuye a la mitigacion de los futuros efectos
adversos del cambio climéatico global por su alto
potencial de secuestro de carbono (13). Para
Venezuela, se propone al SA de cacao (Theobroma
cacao) como modelo de produccion por varias
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razones: esta especie se cultiva en, practicamente,
todo el pais, el cacao criollo venezolano es de alta
calidad (fino de aroma) y el objetivo en los planes de
mejoramiento del cultivo es aumentar su produccion
y que T. cacao es una planta de sombra, por lo que
se adapta muy bien a un SA. La limitante con este
sistema es que desconocemos cual es la mejor
sombra para las plantaciones de cacao en cada
region del pais (10). Por lo que es necesario
determinarla mediante el disefio de ensayos
agroforestales que permitan evaluar el efecto de
distintas especies arbodreas sobre el desempefio
fisioldgico, crecimiento y productividad del
cacaotal. En el presente estudio, se midieron
parametros tanto de intercambio gaseoso (PIGS)
como de fluorescencia de la clorofila a (PFs) de 3
clones (genotipos) de T. cacao, cultivados en un SA,
para evaluar el desempefio fisiolégico de estos bajo
la sombra de 4 especies de arboles maderables.

Este estudio aporta informacion sobre cual es la
mejor combinacion clon-sombra para la subregion
de Barlovento. Los resultados mostrados son
preliminares.  Adicionalmente, la investigacion
contribuye en la blsqueda de clones que sean
tolerantes a periodos méas prolongados de sequia,
debido a que, para el afio 2050, se pronostica un
aumento de la temperatura promedio de 2-3 °C y una
disminucién de la precipitacion (0,6-0,8 mm dia™)



en territorio venezolano (6,11). Se conoce que T.
cacao es susceptible al déficit hidrico (1,2,3,5,14,
16), por lo que es necesario ofrecer a los
cacaocultores  materiales de cada  region
agroecoldgica que, ademas de altamente productivos
y tolerantes a enfermedades, sean tolerantes a
sequias mas prolongadas.

Materiales y métodos

Material vegetal y descripcién del sitio de estudio:
El SA de cacao se encuentra en la “Estacion
Experimental Padron” del INIA, Sector Tapipa,
Municipio Acevedo, Estado Miranda, 10°13°14” N;
66°18°577 W, 38 msnm. Tm= 26 °C. Las
mediciones se realizaron en época de sequia (marzo
y mayo del 2017) en 3 clones de T. cacao con
caracteristicas de Trinitario: 415, 443 y 447 bajo la
sombra de 4 especies de arboles maderables:
Tabebuia rosea (Bignoniaceae) (Apamate, APA),
Swietenia macrophylla (Meliaceae) (Caoba, CAQ),
Cedrela odorata (Meliaceae) (Cedro, CED), Cordia
thaisiana (Boraginaceae) (pardillo negro, PAR). El
SA consiste en un disefio de blogues con 16 parcelas
distribuidas aleatoriamente con 3 repeticiones. Cada
parcela es una combinacién de uno de los clones de
cacao con uno de las especies maderables mas la
leguminosa arborea Erythrina fusca.

Parametros de intercambio de gases (PIGs): En
hojas maduras totalmente expandidas de cada planta
de cacao (n=4 plantas por parcela) se midieron la
tasa de fotosintesis instantanea (A), conductancia
estomatica (gs), concentracion intercelular de CO,
(Cy) vy eficiencia en el uso de agua (EUA) a densidad
de flujo foténico saturante (DFF)= 1000 pmol m™
s?, [CO,]=410 pmol mol™ y déficit de vapor hoja-
aire (VPD)= 1,6 KPa. Las mediciones se realizaron
entre 8:00 am y 12:00 pm empleando el sistema
portétil de andlisis infrarrojo de gases (CIRAS 2, PP
SYSTEM, Hitchin, UK) conectado a una camara de
asimilacion (PLC, PP SYSTEM, Hitchin, UK). El
muestreo se realizé en las 12 combinaciones clon-
sombra (3 clones X 4 especies maderables= 12
parcelas).

Parametros de Fluorescencia de la clorofila a
(PFs): En una hoja madura de cada planta (h=4 65
por parcela), tapada por 2 h con papel aluminio, se
midid0 el rendimiento cuantico maximo del
Fotosistema Il (F./Fn,) y en la misma hoja pero esta
vez iluminada con una fuente de luz a 3 DFF (baja,
media y alta) se determinaron los PFs restantes:
rendimiento cuéantico efectivo del Fotosistema I
(Dpsir), tasa de transporte de electrones fotosintético
(ETR) vy los coeficientes de extincion fotoquimica
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(gp) y no fotoquimica (gne). Las mediciones se
realizaron entre 8:00 am y 12:00 pm empleando el
fluorimetro portatil (PAM 2100, Heinz Walz,
Effeltrich, Germany). El muestreo se realizo en 7
parcelas distintas (7 combinaciones clon-sombra).
Analisis estadistico: ANOVA de 2 vias (s6lo para
los PIGs), test post-hoc de Tukey y analisis de
correlaciéon utilizando el programa STATISTICA.
Para todos los casos se eligi6 un nivel de
significacion de P<0,05.

Resultados y discusion

La interaccion clon-sombra tuvo efecto
significativo sobre todos los PIGs medidos
(ANOVA 2 vias, p<0,05). El clon 443 bajo la
sombra de C. thaisiana (PAR) fue la combinacion
que mostrd mayor A y EUA (13,2 + 3,4 umol CO,
m? sy 3,2 0,8 mmol mol?, respectivamente). El
menor valor de A y EUA fue registrado para el
mismo clon pero bajo la sombra de C. odorata
(CED) (Fig. 1). Los resultados de estos dos PIGs
permiten considerar al clon 443 bajo la sombra de
PAR como la combinacién de siembra que, en época
de sequia, presenta el mejor desempefio fotosintético
en las condiciones edafo-climaticas del SA. Esta
consideracion con el clon 443 coincide con trabajos
previos en el mismo SA, los cuales sefialaron a este
clon como el que presenta mayor Acoasa (12,8 £ 0,8
pumol CO, m?s™?) (4,5).

En el establecimiento de un SA de cacao, ubicado en
el Sur del Lago de Maracaibo, Venezuela, en el cual
se sembraron las mismas 4 especies maderables, el
arbol PAR mostrd las mayores tasas de crecimiento
y de supervivencia y no sufrié ataques por insectos
().

En el presente estudio, la variacion observada para
gs no permite explicar el patron obtenido en A
(R’=0,155, P=0,006). Las combinaciones clon-
sombra con mayor C; (>300 pmol mol™) (Fig. 2)
corresponden a aquéllas con los valores bajos de A
(Fig. 1). Lo contrario, la combinacion 443-PAR
registrd uno de los menores valores de C; a pesar de
su significativamente mayor A. Este resultado nos
sugiere que probablemente la regulacion de A viene
dada por los procesos que ocurren a nivel de los
cloroplastos mas que en el control difusivo del CO,
impuesto por los estomas, contrario a lo reportado en
trabajos previos en los cuales hubo correlacion entre
A y gs en clones de cacao cultivados in situ e
invernadero (2,4,5,15,16).

Se realizaron medidas de PFs para determinar alguna
relacion con A que permita sugerir en que punto de
la fase fotoquimica de la Fotosintesis ocurre el
control de la tasa de asimilacion del CO,.

un
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Fig. 1. Tasa de fotosintesis y eficiencia de uso de
agua en las 12 combinaciones clon-sombra. APA: T.
rosea, CAO: S. macrophylla, CED: C. odorata,
PAR: C. thaisiana. Las flechas largas sefialan los
valores mas altos. La flecha pequefia sefiala los
valores mas bajos.
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menores valores de C;.
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Las 7 combinaciones clon-sombra evaluadas no
tuvieron efectos estadisticamente significativos
sobre los PFs (test post hoc de Tukey con p>0,05).
Los valores de F./F, fueron altos (0,77-0,82)
descartando algun dafio en el PSII (no ocurrid
fotoinhibicidn). Los valores de ®pg);, 0p Y One fueron
similares en las 7 parcelas para cada DFF (baja,
media y alta), lo cual sefiala que la eficiencia del
PSII, tanto en la canalizacién de energia radiante
hacia la ionizacién de la P680, como en disipacién
de exceso de energia en forma de calor, no fue
afectada por las diferentes combinaciones,
sugiriendo que el control de A se da después de la
transduccion energética en la membrana de los
tilacoides.

La ETR fue similar en todas las combinaciones para
cada DFF. A alta DFF (~1000 pmol m? s™) se
obtuvo una ETR promedio de 60,3 pmol e m™? s,
valor relativamente bajo tipico de plantas de sombra.
Los resultados obtenidos en el presente estudio
sugieren que el clon 443 bajo la sombra de PAR
utiliza mas eficientemente los e- en la reduccion del
CO,, mientras que las otras combinaciones clon-
sombra evaluadas, con bajas A, dedican una fraccion
importante de los e a otros sumideros
(fotorrespiracién, respiracion diurna, reacciones de
Mehler, reduccion del nitrato, entre otros). Es
necesario continuar con los estudios ecofisiologicos
en este SA para obtener mayor informacion referente
al efecto de la combinaciéon clon-sombra sobre el
desempefio fotosintético y la tolerancia a la sequia
de los diferentes genotipos de cacao.

Conclusion

De las combinaciones estudiadas, el clon 443 bajo la
sombra de PAR tiene el mejor desempefio
fotosintético y alta EUA en las condiciones edafo-
climaticas de la subregiéon Barlovento y puede ser
una combinacién promisoria considerando un futuro
escenario de sequia mas prolongada. Sin embargo,
es necesario continuar con las evaluaciones
ecofisiolégicas e integrar estos resultados con
estudios de productividad para determinar si existe
correlacién entre el desempefio fotosintético y
produccién de mazorcas y/o almendras. Con este
estudio integral se estaria en capacidad de ofrecer
una combinacién clon-sombra realmente promisoria
para esta zona agroecoldgica del pais.
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La presente investigacion forma parte de las lineas de investigacion que se vienen desarrollando en nuestro laboratorio
desde hace varios afios. Es nuestro interés realizar un estudio detallado de la hoja de los diferentes taxa de Bromeliaceae,
para determinar caracteres de valor diagndstico que permitan su mejor identificacion y evaluar aquellos caracteres que
puedan tener valor adaptativo para su mejor comprension, establecimiento y mantenimiento. Las especies que hasta el
momento hemos estudiado pertenecen principalmente a las subfamilias Bromelioideae y Tillandsioideae. Se han
establecido hasta el momento patrones de tipificacion y comparacion entre los géneros y especies estudiadas, observando
diferencias a nivel de subfamilia, género y especie. Las especies se distinguen por los siguientes caracteres morfol6gicos
foliares: grosor, consistencia, coloracion y presencia de espinas. Las Tillandsioideae estudiadas presentan un mesdfilo
compacto y homogéneo, mientras que en las Bromelioideae, éste consiste de epidermis, hipodermis mecanica, hipodermis
acuifera, parénquima acuifero y parénquima clorofiliano. Se evidenciaron nuevos caracteres anatémicos con respecto a los
ya evaluados que aportan elementos de juicio interesantes en la taxonomia y la ecologia de la familia.

Introduccion

La familia Bromeliaceae esta conformada por 308
especies, agrupadas en 56 géneros, siendo la de
mayor numero de especies dentro de las
angiospermas originarias del Neotropico.
Tradicionalmente ha sido dividida en tres subfamilias:
Pitcairnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae.

Pitcairnioideae: Incluye principalmente plantas
terrestres, sistema radical muy desarrollado, muchas
de las cuales tienen margenes de las hojas espinosos,
consta de unos 16 géneros y cerca de 955 especies.
Con ovario semisupero a supero, fruto tipo capsula,
semillas aladas, apendiculadas. Entre los géneros
representativos ~ estan  Pitcairnia, Connelia,
Lindmania, Dyckia, Navia y Brocchinia.

Tillandsioideae: Epifitas. Tiene hojas enteras, sin
espinas en el margen, incluye s6lo 9 géneros, pero
cerca de 1188 especies; el género mas representado
es Tillandsia con mas de 500 especies. Ovario supero,
fruto tipo capsula, semillas plumosas, epifitas. Entre
los géneros estan Tillandsia, Vriesea,
Glomeropitcairnia y Guzmania.

Bromelioideae: Epifitas y terrestres, ovario infero,
fruto tipo baya, semillas desnudas, sin apéndices,
31géneros y 708 especies. Géneros representativos:
Bromelia, Aechmea, Billbergia, Ananas y Neoregelia.
Importancia Econdmica: Algunas especies de la
familia son utilizadas con propdsitos ornamentales y
otras son de utilidad alimenticia, por su alto contenido
en azUcares y vitaminas, o comercial, por la
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utilizacion de sus fibras en la elaboracion de cordeles,
hamacas, redes, entre otros (1,4).

Tradicionalmente, la separacion de Bromeliaceae en
tres subfamilias se ha sostenido en el uso de distintos
caracteres como tipo de margen de la hoja, posicién
del ovario, tipo de fruto y apéndices de la semilla
(1,4). La anatomia foliar ha mostrado ser de utilidad
taxonémica en numerosos grupos de angiospermas
(3,4,5,6,7). La informacion que se ha generado para la
familia Bromeliaceae esta enfocada principalmente en
el aspecto taxondmico, donde destacan las
descripciones morfoldgicas y anatémicas, desarrollo
de claves y en algunos casos el aspecto carioldgico
(2,3,4,6,7). Dentro de las Bromeliaceae, existen dos
importantes trabajos en el aspecto anatémico. En el
primero de ellos, Tomlinson (8) estudia especies de
las tres subfamilias y encuentra que la epidermis
expresa una alta especializacion ecoldgica y posibles
caracteres ocultos conservados que podrian expresar
afinidades filéticas; ademas, el autor reconoce tres
clases de estomas. Por otra parte, se evalia la
anatomia foliar de tres géneros de Pitcairnioideae:
Navia, Connellia y Cottendorfia y en base a estos
caracteres, elaboran claves para separar 102 especies
de los géneros estudiados. Gracias al aporte
extraordinario hecho por la Sociedad Venezolana de
Bromeliologia al IBE, desde hace varios afios
contamos con una coleccion de especies de
Bromelias, las cuales, sumadas a las que crecen de
manera natural en la Estacion Experimental
Arboretum del IBE, constituyen el objetivo principal
estudio detallado de la hoja de los diferentes taxa de



Bromeliaceae, para determinar caracteres de valor
diagndstico que permitan su mejor identificacion y
evaluar aquellos caracteres gque puedan tener valor
adaptativo, para su mejor comprensién y
mantenimiento.

Materiales y métodos

El 4rea conocida como “Estacion Experimental
Arboretum IBE”, corresponde a un remanente de
bosque seco premontano, deciduo, secundario, que
cubre un area aproximada de 4 ha, situado en
Colinas de Bello Monte, aproximadamente a 1200
msnm, al sureste de Caracas (municipio Baruta). El
clima del Arboretum puede considerarse
biestacional, con un periodo seco muy marcado,
desde diciembre hasta mayo y otro hiimedo, desde
abril hasta noviembre; la precipitacion anual
promedio varia entre 550-1110 mm?y la temperatura
media entre 18-24°C.

El andlisis anatdmico se realizé en la zona media de
la hoja y la preparacion de los cortes se hizo
mediante el método convencional para estudios
morfoanatomicos. La morfologia externa de la hoja,
fue observada en un microscopio estereoscépico
marca Zeiss KL1500, mientras que los cortes
anatomicos fueron observados a traves de un
microscopio Optico marca Nikon 14 MLAB-2 y un
microscopio éptico con luz polarizada marca Nikon
OPTIPHOT; se tomaron fotografias en cada caso
con una camara digital (2,3).

Resultados y discusién

Bromelias registradas hasta el momento en el
Arboretum-IBE:

Aechmea aquilega, Aechmea fendleri, Aechmea
blanchetiana, = Aechmea  ramosa, = Aechmea
orlandiana, Aechmea chantinii, Billbergia rosea,
Bromelia pinguin, Canistrum sp., Neoregelia sp.,
Portea petropolitana, Quesnelia arvensis, Tillandsia
anceps, Tillandsia balbisiana, Tillandsia flexuosa,
Tillandsia  recurvata, Tillandsia  tenuifolia,
Tillandsia  usneoides, Tillandsia  utriculata,
Tillandsia variabilis, Vriesea alata, Wittrockia sp.
Las 24 especies que hasta el momento hemos
estudiado pertenecen principalmente a las
subfamilias Bromelioideae y Tillandsioideae. En
estudios previos hemos caracterizado los frutos y
semillas de éstas y destacado tanto su valor
diagndstico como su importancia en la estrategia de
diseminacion y establecimiento de las mismas. (2).
También hemos estudiado la importancia de la
morfologia y anatomia de la hoja, en los aspectos
taxondmicos y ecoldgicos de este interesante grupo
de plantas (3). Otra aplicacién de interés en nuestro
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laboratorio, se fundamenta en la caracterizacion
morfoanatdmica de la hoja de plantas de variedades
y ecotipos de pifias amazdnicas, obtenidas por
cultivo in vitro, con base en esta tipologia, se
comparan éstas con las plantas donadoras de los
explantes (plantas madre) y se determina si se
producen variaciones en la estructura foliar de la
poblacién clonal, como consecuencia de las
condiciones del cultivo in vitro (9). Las especies
estudiadas hasta este momento en la presente
investigacion, se distinguen por los siguientes
caracteres morfoldgicos foliares: grosor,
consistencia, coloracion y presencia de espinas. El
patron anatomico foliar es el tipico de la familia
Bromeliaceae, aunque se observan diferencias entre
ellas. EI mesofilo, con hipodermis mecanica en
ambas caras, hipodermis acuifera, parénquima
acuifero variable, en la cara adaxial y clorénquima
en la abaxial. Los paquetes de fibras extravasculares
y los canales de aerénquima, varian en nimero. Se
establecen patrones de tipificacion y comparacion,
entre ellas. Se reportan idioblastos que contienen
cristales de oxalato de calcio, tipo rafidio, los cuales
fueron encontrados en la hipodermis acuifera; dichos
cristales pueden tener caracter diagnéstico para la
familia Bromeliaceae (2,3). Entre los nuevos
caracteres evaluados, observamos células
epidérmicas con engrosamiento variable entre
especies. Hojas hipoestomaticas excepto especies
del género Tillandsia que son anfiestomaticas.
Estomas hundidos o al nivel de las células
epidérmicas. Tejido mecanico en Bromelioideae y
ausente en Tillandsioideae. Hipodermis acuifera
comun en Bromelioideae, ausente en Tillansioideae.
Presencia de cristales de oxalato de calcio tipo
estiloides, éstos no habian sido reportados con
anterioridad en el grupo estudiado.

Aspecto general de Aechmea cf. chantinii, destacando
la roseta tubuliforme.



Morfologia de las hojas variegadas de Aechmea
orlandiana.

Estomas hundidos en Aechmea orlandiana.
Vistos con luz polarizada (LP).

Morfologia de las hojas bicoloreadas
de Neoregelia sp.

Aspecto general de plantas de Canistrum sp. y
Neoregelia sp.

Haz vascular de Aechmea caudata, también se
observa parénquima acuifero. Vistos con luz Detalle de haz vascular, canales de aerénquima y
polarizada (LP). cristales tipo estiloides. LP.
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Corte transversal de hoja de Tillandsia recurvata. Se
observan la escama asimétrica, los haces vasculares
y el mesdfilo homogéneo. LP.

G

Corte transversal de la hoja de Tillandsia flexuosa.
Destacan epidermis, haces vasculares, canales
aeriferos y mesofilo. LP.

Consideraciones finales

El patrén anatémico foliar es el tipico de la familia
Bromeliaceae, con diferencias a nivel de subfamilia,
género y en algunos casos entre especies.

Entre los nuevos caracteres evaluados observamos
células epidérmicas con engrosamiento Vvariable
entre especies. Hojas hipoestomaticas excepto
especies del género Tillandsia que son
anfiestomaticas. Estomas hundidos o al nivel de las
células  epidérmicas. Tejido  mecénico en
Bromelioideae y ausente en Tillandsioideae.
Hipodermis acuifera comun en Bromelioideae,
ausente en Tillansioideae. Presencia de cristales de
oxalato de calcio tipo estiloides vistos en el grupo,
por primera vez.
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La Biosistematica se basa en la integracion de diferentes fuentes de evidencia a fin de interpretar procesos evolutivos que
resultan de utilidad para caracterizar grupos vegetales, y sobre todo, como fuente de informacion basica para ayudar en
el desarrollo de planes de conservacion y manejo adecuado de nuestra biodiversidad, o bien en su uso racional en la
biotecnologia o la industria. En este sentido, se presenta el estado de avance de cuatro proyectos de investigacion
directamente relacionados con la caracterizacion de la flora venezolana en distintas regiones del pais, bien sea con fines
ulteriores de conservacion, como son los estudios en poblaciones simpatricas de las especies de mangle rojo (Rhizophora
L.) presentes en el oriente de pais, el estudio floristico y ecoanatémico en la sierra de Baragua, en el municipio Urdaneta,
al noroccidente del estado Lara, y la revision del género Carex para VVenezuela; o bien, como aporte en la caracterizacion
de almidones procedentes de cereales, leguminosas, frutos, semillas y tubérculos que crecen en nuestro pais, a fin de
caracterizarlos y explorar su potencial de utilizacién, bien en su forma nativa o modificada, en la industria de los
alimentos, del papel, petrolera, textil, cosmética, de imprenta, etc.

Introduccion

La Biosistematica se vale de la integracion de
diferentes fuentes de evidencia que van desde el
nivel macro a lo micro, partiendo desde la mas
tradicional que es la morfol6gica, pasando por la
anatomia, hacia la citogenética, bioquimica y
biologia molecular, pudiendo integrar también con
ellas evidencias biogeograficas y ecoldgicas a fin de
interpretar procesos evolutivos que son de utilidad
para caracterizar grupos vegetales, y sobre todo,
como fuente de informacion bésica de apoyo en el
desarrollo de planes de preservacion y manejo
adecuado de nuestra biodiversidad. En este sentido,
se presenta a continuacion el estado de avance de
cuatro proyectos de investigacion relacionados
directamente con la caracterizacion de la flora
venezolana presente en distintas regiones del pais.

Caracterizacién anatémica foliar, citogenética y
molecular del complejo mangle rojo (Rhizophora
L.) en el oriente de Venezuela, con fines
biosisteméticos

De las seis especies de mangle reportadas en
Venezuela, el género Rhizophora es el mas complejo
taxondémicamente, debido a que las tres especies que
lo conforman son morfolégicamente similares y se
distribuyen frecuentemente de forma simpatrica,
siendo R. x harrisonii descrita como un hibrido entre
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R. mangle y R. racemosa (2,5). Empleando
marcadores moleculares, Cerén-Sousa et al. (4)
reportan que hay hibridacion e introgresion entre
estas tres entidades; asi mismo, también detectan una
fuerte sefial filogeogréafica asociada a los océanos
Atlantico y Pacifico y se concluye que las
poblaciones de cada vertiente deben ser mas
estudiadas, asi como su relaciobn con otras
poblaciones del mundo, y que ademas deben ser
revisadas las relaciones sistematicas actuales dentro
del género. Como consecuencia, el objetivo general
de este estudio es caracterizar a nivel intra e inter-
especifico el complejo mangle rojo (R. mangle, R. X
harrisonii y R. racemosa) a través del estudio
anatomico foliar, embrioldgico, citogenético vy
molecular de poblaciones simpatricas ubicadas en una
localidad atlantica y localidades caribefias de la
region oriental de  Venezuela, con fines
biosistematicos. La metodologia incluye un estudio
anatomico del nervio medio, mesofilo, epidermis y
peciolo foliar; un estudio embrioldgico y citogenético
gametofitico y un estudio molecular empleando
microsatélites, ADN nuclear y cloroplastico de las
tres entidades taxondmicamente reconocidas.

Los resultados preliminares del estudio anatémico
foliar muestran que la hoja de las tres especies es
glabra, dorsiventral e hipostomatica. La presencia de
esclereidas de forma y tamafio variable es comun en
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las tres especies, asi como los tipos que se presentan
(astroesclereidas, osteoesclereidas, braquiesclereidas
y esclereidas con forma de H caracteristicas del
género). Su disposicion parece seguir un patrén
aleatorio, dispuestas vertical u horizontalmente en el
mesofilo y nervio medio, por lo que muestran un
patrén de distribucion difuso. No se reportan
diferencias cualitativas entre las especies de
Rhizophora examinadas en relacion a su anatomia,
pero se observd que hay variacién en el nimero de
estratos que constituyen la hipodermis, nimero de
capas del parénquima esponjoso y empalizada,
nimero de capas de aerénquima y colénquima y
namero de haces vasculares en el nervio medio.

Con respecto a la caracterizacion embrioldgica, se
observaron diferencias en el tipo de dehiscencia de la
antera en las tres especies, un patrén de desarrollo de
la antera de tipo basico, un tapete uniestrato de tipo
secretor, asi como un endotecio también uniestrato;
las tétradas presentan forma tetraédrica y se observo
que la forma de los granos de polen en R. racemosa y
R. x harrisonii es subprolata, mientras que en R.
mangle es alargada-esferoidal y subtriangular.

Con respecto a la caracterizacion molecular, el
analisis de seis microsatelites registré 37 alelos
diferentes en los 162 individuos de Rhizophora
examinados, de los cuales 17 fueron compartidos
entre el Atlantico y el mar Caribe, 15 alelos fueron
exclusivos de las poblaciones de Rhizophora del
Caribe y 5 fueron exclusivos de las poblaciones del
Atlantico. En la actualidad se evalla la diversidad y
diferenciacion genética a nivel inter e intra-especifico
de las especies de Rhizophora examinadas,
considerando diferentes niveles de informacion (entre
especies, entre vertientes y entre poblaciones), para
lograr una mejor comprension de la dindmica
evolutiva del género en Venezuela y aportar
evidencias para su caracterizacion biosistematica.

Composicion floristica, estructura, ecoanatomia e
influencia de la herbivoria en dos bosques secos
premontanos de la sierra de Baragua, edo. Lara,
Venezuela

Con la finalidad de comparar la composicion,
estructura y diversidad floristica de las localidades El
Ralo y Villa Rosa de la sierra de Baragua, municipio
Urdaneta del estado Lara, se realizaron exploraciones
boténicas entre marzo de 2011 y diciembre de 2014,
dado que las investigaciones sobre floristica en dicho
municipio son escasas, aunque durante la década de
los 90 se realizaron levantamientos floristicos con
poca informacion sobre la vegetacion de la zona
(21,23). Maés recientemente, Mondragon et al. (14),
colectaron el primer helecho (Cheilanthes
microphylla, Pteridaceae) en Baragua, mientras que
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Mondragén y Alvarado (13) registraron 118 especies
en un listado preliminar de varias localidades del
municipio Urdaneta.

La importancia de realizar inventarios floristicos y la
clasificacion de la alta biodiversidad de los bosques
de Venezuela ha sido resaltada por Huber (11).
Aymard (1) también ha recomendado incrementar las
exploraciones botanicas y estudios de la composicién
floristica y estructura de los bosques con la finalidad
de obtener mayor informacion y asi poder relacionar
mejor su flora con otras areas de interés cientifico.
Sin embargo, a pesar de los esfuerzos, aln grandes
zonas de importancia ecoldgica del pais carecen de
inventarios floristicos y, usualmente, al realizar
nuevas exploraciones en ellas se encuentran plantas
desconocidas. En este sentido, en el presente trabajo
se reportan por primera vez diversas especies para el
municipio Urdaneta del estado Lara, ampliandose la
distribucion altitudinal de algunas de ellas vy
enriqueciendo el conocimiento sobre la flora regional
de esta entidad.

En las localidades exploradas, siguiendo el
procedimiento tradicional de herborizacion 'y
haciendo uso de transectos, se colectaron 14 nuevos
reportes de Magnoliophyta para el estado Lara, de los
cuales ocho son arboles y seis arbustos. Los géneros
encontrados entre las especies arbustivas son
Calyptranthes, Casearia, Myrcianthes, Myrciaria,
Plinia y Sideroxylon, y entre las arbdreas se
encuentran Coccoloba, Ficus, Helietta, Pouteria,
Pseudopiptadenia, Sapindus, Syagrus y Zanthoxylum.
La composicion floristica a nivel de los géneros
encontrados en la sierra de Baragua es congruente con
los datos reportados por Smith y Cadena (20) para las
zonas aridas y semiaridas del estado Lara, asi como
con los obtenidos por diversos autores de inventarios
floristicos realizados en otras zonas secas de
Venezuela (3,6,8,12,16,19,21,22) y en otros bosques
secos del Neotropico (7). Esta situacion es de
esperarse, ya que en estas regiones las condiciones
climéticas, las comunidades vegetales y el paisaje son
similares (9).

De entre las especies halladas en el municipio
Urdaneta que son reportadas por primera vez para el
estado Lara, once de ellas también se encuentran
presentes en el estado Falcdn; éstas son Casearia
acuminata, Calyptranthes multiflora,
Ceroxylon vogelianum,  Ficus pertusa, Helietta
placana, Myrciaria floribunda, Pouteria glomerata,
Pseudopiptadenia pittieri, Sapindus saponaria,
Sideroxylon obtusifolium, y Zanthoxylum culantrillo.
La probabilidad de encontrar estas especies
compartidas entre Lara y Falcdn se le podria atribuir a
la proximidad entre ambas zonas; sin embargo, a
pesar de que en su zona limitrofe ambas entidades



comparten un mismo régimen climatico y se
encuentran relativamente cerca, otros factores podrian
influir en la distribucion de la vegetacion; en este
caso, tal como lo sefial6 Gonzalez (9), el elemento
edafico podria ser una variable determinante en las
variaciones floristicas y estructurales de la
composicion de los bosgues secos que se encuentren
relativamente cercanos entre si.

De los 14 nuevos reportes para el estado Lara, ocho
son nuevos registros altitudinales, siete sobre el limite
y uno por debajo de la distribucion conocida, de
acuerdo al Nuevo Catalogo de la Flora Vascular de
Venezuela (10); el resto de las especies se
encontraron dentro de los rangos sefialados. Estos
nuevos registros altitudinales permiten corroborar la
importancia de los inventarios floristicos, tal como lo
mencionan Roalson y Allered (18), quienes sefialan
que es necesario conocer la riqueza floristica de la
vegetacion original mediante estudios de inventarios
floristicos detallados, ya que estos son la base
fundamental para la realizacion de estudios mas
precisos sobre ecologia y biogeografia, asi como
también son indispensables para la creacion de
politicas para la conservacion y el manejo de los
recursos naturales.

Para Rivera y Espinosa (17), la importancia que
tienen las floras locales dentro del estudio de la floras
regionales, aun cuando la zona haya sido previamente
explorada, es que es posible descubrir especies que no
habian sido reportadas con anterioridad para la zona,
evidenciandose que aunque la flora de una region ya
se encuentre publicada, la continuacion de las
exploraciones botanicas resulta importante para
aumentar el conocimiento sobre ella, y de este modo,
contar con un mayor nimero de herramientas a la
hora de tomar decisiones en cuanto a la conservacion
de recursos naturales.

Revision taxonémica del
Venezuela

Como parte de la revision taxondmica de las especies
del género Carex L. que crecen en Venezuela, se
vienen realizando diferentes actividades teorico
practicas comunes en los estudios taxondmicos de
plantas. Estas incluyen la revision y anélisis de la
literatura existente, confeccidn de una base de datos
relacional con la data de herbarios venezolanos vy
algunos en el extranjero, colecciones de campo en
diversas regiones de Venezuela, diseccion y toma de
medidas bajo lupa, asi como toma de fotografias y
elaboracion dibujos del habito y o6rganos de las
plantas estudiadas. A partir del desarrollo de las
actividades anteriores se ha ido construyendo una
tabla de caracteres con los cuales complementar las
descripciones originales de las especies con base en

género Carex L. en
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los datos morfoldgicos obtenidos de los especimenes
venezolanos.

Se han revisado hasta ahora unas 800 exsiccatae en
16 herbarios nacionales, y la coleccion en campo
asciende a 147 especimenes del género. La revision
detallada de este material nos lleva a reportar hasta el
momento la existencia de 44 especies del género en el
pais, 16 mas que las sefialadas en el Nuevo Catalogo
de la Flora Vascular de Venezuela (10), pudiendo ser
agrupadas en 7 secciones, y entre las cuales se tiene la
presuncion de la existencia de una nueva especie
proveniente de los paramos del estado Trujillo. Se
trata de una coleccion propia y actualmente se esta
estudiando al detalle para verificarlo. Se ha preparado
también una clave para las secciones de Carex
presentes en Venezuela y se han adelantado claves
taxonémicas preliminares con las cuales identificar
algunas de las especies pertenecientes a cada una de
dichas secciones.

Asimismo, se viene diagramando un mapa de
distribucion de las especies del género en Venezuela
y se han realizando dibujos del habito y detalles
diagnosticos de hojas, inflorescencias, espigas Yy
aquenios de mas o menos la mitad de las especies.

Caracterizacion fisica de almidones nativos vy
modificados utilizando microscopia de luz polarizada
De entre los carbohidratos de cadena larga de origen
biolégico, el almidon es uno de los que posee mas
versatilidad, pudiendo ser explotadas sus cualidades
poliméricas no so6lo desde el punto de vista
nutricional, debido a sus propiedades funcionales,
sino en muy diversas industrias de manufactura como
la del papel, los plasticos, la petrolera, la cosmética,
la imprenta, etc. El uso potencial de dichos almidones
viene dado por sus caracteristicas fisicas y quimicas,
tanto en estado nativo como si éstos han sido
modificados mediante procesos quimicos o fisicos.
Dichas caracteristicas pueden ser descritas en detalle
analizando los granos de almidéon bajo un
microscopio de luz polarizada, sacando partido de la
birrefringencia que les otorga la cualidad cristalina de
estos biopolimeros.

En colaboracion con el equipo dirigido por la Dra.
Elevina Pérez (ICTA-UCV), se vienen evaluando
almidones procedentes de muy diversas fuentes
boténicas. Entre los materiales méas recientemente
evaluados se encuentra el almidon del “fiame congo”
(Dioscorea bulbifera L.), tubérculo introducido de
uso comun en gran parte del pais, al que también se le
conoce bajo los nombres de “fiame de mata”, “fiame
criollo” y “papa aérea”. Las caracteristicas fisico-
quimicas del almidén de dicha especie, reveladas a
través de su estudio Optico y granulométrico, indican



que se trata de un material con potencial de uso por
distintos tipos de industria (15).
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Estudio de la arboricultura urbana perteneciente a la parroquia
El Recreo, Municipio Libertador (Distrito Capital)
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La presente investigacion forma parte del proyecto de la arboricultura urbana perteneciente a diez parroquias del Valle de
Caracas (Municipio Libertador). El objetivo de esta investigacion fue: realizar el inventario floristico de las especies de
arboles que se encuentran en las diferentes calles, avenidas y plazas de esta parroquia. Se realizaron 15 salidas de campo
abarcando todas sus urbanizaciones. Para cada uno de los individuos y con la ayuda de una planilla de observaciones de
campo, se registraron datos sobre: tamafio, diametro, copa, follaje, sistema radical, longevidad y valor ornamental. Se
prepararon colecciones botanicas de las especies y fueron identificadas taxondmicamente a nivel de familia, género y
especie, con sus nombres cientificos. Se inventariaron 4535 individuos arbéreos, distribuidos en 47 familias, 81 géneros y
100 especies. Las familias con mayor nimero de especies resultaron ser las siguientes: Cesalpiniaceae, Myrtaceae,
Moraceae, Fabaceae, Mimosaceae, Meliaceae, Bignoniaceae y Euphorbiaceae. Por otra parte, se evalud el origen
geografico, las especies mas comunes, diametro, valor ornamental, la condicion fitosanitaria y condicién de riesgo de las

especies.

Introduccion

La calidad de vida de una zona urbana depende de
gran parte de la cantidad y mantenimiento de las
especies verdes existentes, tanto dentro de ellas como
en sus proximidades como: parques, plazas, avenidas,
calles, jardines y bosques suburbanos. Por
consiguiente, la importancia de las areas verdes en la
ciudad tiene efectos altamente beneficiosos para la
salud de sus pobladores (2,18). La arboricultura
urbana la podemos definir como la ordenacion de los
arboles en las zonas urbanas de acuerdo a las
caracteristicas del medio ambiente y a las necesidades
de sus habitantes. EI manejo de los arboles en una
ciudad trae como consecuencia el mejoramiento del
clima de las ciudades, asi como la regulacién de la
contaminacién atmosférica y sonica, creando
microclimas que controlan la velocidad del viento, la
humedad y la fuerte insolacion de las ciudades
tropicales (2,5,11,18). Los arboles, debido a su gran
tamafio (porte), ramificacion de la copa, follaje, color
de flores y de los frutos, asociado a los cambios
climéticos e importancia paisajistica, son la expresion
mas representativa y apreciada de la arboricultura
urbana (1,2,15,18). A pesar de la gran variedad de
especies arboreas plantadas en la ciudad de Caracas,
éstas adolecen de un estudio previo, técnico y
cientifico de planificacion de las zonas verdes, por
parte de los organismos del estado responsables de la
siembra y mantenimiento de los &rboles. Cuando
recorremos nuestras principales calles y avenidas,
observamos arboles mal plantados, debido a la mala
escogencia y seleccion de las especies utilizadas en
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las labores de reforestacion (5,6,7,8,9,15,18). La flora
dendroldgica venezolana es una de la més ricas del
mundo, con aproximadamente 5000 especies de
arboles distribuidos en las diferentes zonas boscosas
del pais (3). Desde el punto de vista ornamental,
existe una abundante y excelente bibliografia sobre
los arboles ornamentales y frutales del pais
(1,11,12,13,14,15,16). En esta publicacion, se
actualiza la arboricultura urbana de la parroquia El
Recreo, con la realizacion del inventario de los
arboles, a fin de estimar exactamente cuantos arboles
existen, identificar taxonémicamente sus especies,
determinar su estado de salubridad y contribuir de
esta manera con los servicios fitosanitarios que
ofrecen los organismos del Estado. En tal sentido, se
deberian eliminar los arboles muertos y secos, sanar
los enfermos con la eliminacion de las ramas secas,
ramas atacadas con tifias y guatepajaritos, con la
utilizacién de técnicas de poda y planificacion de
futuras siembras con nuevos individuos apropiados a
las condiciones ambientales del presente.

Metodologia

Area de estudio

La parroquia EI Recreo presenta un area aproximada
de 18,1 km?, estando conformada por las siguientes
urbanizaciones: San Antonio, Bello Monte, Sabana
Grande, Las Delicias, La Campifia, Los Jabillos, Los
Cedros, La Florida, Quebrada Honda, Maripérez,
Los Caobos, Plaza Venezuela, Guaicaipuro, Santa
Rosa, La Colina, Las Palmas, Chapellin y Alta
Florida (Fig. 1).
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Fig. 1. Parroquia El Recreo.

Coleccion de datos de campo e identificacion

taxonomica

Se realizaron 15 salidas de campo a la zona de
estudio, abarcando todas sus urbanizaciones. Se
disefié una planilla de coleccion de datos de campo
que contiene informacion relacionada a la ubicacion
geografica: calle, avenida, plaza o parque, nimero de
salida de campo y de individuo; también datos
relativos al arbol, como nombre comuin y nombre
cientifico, tamafio, didmetro, copa, follaje, floracién,
fructificacion, valor ornamental, condicion
fitosanitaria y de riesgo. Todas las especies referidas
en este censo fueron colectadas siguiendo la
metodologia tradicional de prensado y secado y
estudiadas para su determinacion taxondmica con la
ayuda de la bibliografia (3,4,17) y por comparacion
con especimenes en el Herbario Nacional de
Venezuela. El origen geogréafico se determind con el
uso de la bibliografia (3,5,7,10,11,16). También se
tomd informacién sobre las especies mas comunes,
valor ornamental, condicidn fitosanitaria y de riesgo
durante las observaciones de campo.

Resultados

Flora dendroldgica

Se  registraron 4535  individuos  arboreos
pertenecientes a 2 familias de Gymnospermas y 45
familias de Angiospermas (Dicotiledoneas). Las
Gymnospermas representadas por 2 géneros y 3
especies y las Angiospermas por 45 familias, 79
géneros y 97 especies, dando como resultado un total
de 47 familias, 81 géneros y 100 especies. Las
familias dominantes, con mayor numero de especies
(4-12 especies), resultaron ser las siguientes:
Cesalpiniaceae (12 especies), Myrtaceae (9 especies),
Moraceae (8 especies), Fabaceae y Mimosaceae (6
especies), Meliaceae (5 especies), Bignoniaceae y
Euphorbiaceae (4 especies). Estas 8 familias suman
un total de 54 especies, representado el 50,5% del
total de las especies inventariadas.

Leyenda
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Origen Geogréfico

De las 100 especies reportadas en la parroquia El
Recreo, 57 especies son nativas (57%) y 43 son
introducidas (43%). Las especies nativas son propias
de nuestros bosques naturales y se distribuyen en la
mayoria de los estados del pais (3,5,9,10). En relacion
a las especies introducidas, 26 especies son
originarias de Asia, 10 especies introducidas de
Australia, 4 especies de Africa y 2 especies de
América Central.

Especies mas comunes

De los 4535 individuos censados, se reportaron 8
especies con una frecuencia mayor de 100 individuos,
resultando como especies mas comunes las
siguientes: Swietenia macrophylla (Caoba) con 1172
individuos, Hura crepitans (Jabillo) con 608
individuos, Tabebuia rosea (Apamate), con 461
individuos, Ficus microcarpa (Matapalo Laurel) con
263 individuos, Lagerstroemia speciosa (Flor de la
Reina) con 212 individuos, Spathodea campanulata
(Gallito) con 145 individuos, Pachira insignis
(Castafio) con 144 individuos y Andira inermis
(Pil6n) con 117 individuos (Tabla 1).

Tabla 1. Especies mas comunes.

NOMBRE
FAMILIA ESPECIE comuN | FRECUENCIA
Meliaceae Swietenia Caoba 1172
macrophyla
. Hura .
Euphorbiaceae crepitans Jabillo 608
. . Tabebuia
Bignoniaceae rosea Apamate 461
Moraceae _ Ficus Matapalo 263
microcarpa Laurel
Lagerstroemia | Flor de la
Lytraceae speciosa Reina 212
. . Spathodea -
Bignoniaceae campanulata Gallito 145
Pachira ~
Bomnacaceae insignis Castafio 144
Fabaceae _Andlr_a Pilon 117
inermis

Valor Ornamental

En relacién a la importancia ornamental, 45 especies
(45%) se cultivan por la abundancia y colorido de
sus flores, mostrando una diversidad de colores
donde podemos citar arboles con flores de color:
blancas, amarillas, rosadas, anaranjadas, moradas,
rojizas a purpureas. Con respecto a la fructificacion,
se reportan 29 especies cultivadas por el colorido y
sus frutos comestibles (29 %). Entre las especies con



frutos comestibles reportamos a: Mangifera indica
(mango), Spondias mombin (jobo), Tamarindus
indica (tamarindo), Licania pyrifolia (merecure),
Mammea americana (mamey), Persea americana
(aguacate), Psidium guajava (guayaba), Citrus limon
(limén), Melicoccus bijugatus (mamaon) y Manilkara
sapota (nispero). El porte o tamafio de los arboles es
otro caracter importante en la ornamentacion de la
ciudad. En este estudio reportamos 23 especies de
arboles con tamafios entre 20 y 30 metros de alto
(23%). Considerando el caracter copa, encontramos
17 especies (17%) con copas medianas anchamente
extendidas. Otros atributos de los arboles de valor
ornamental son el follaje y la corteza, donde se
reportaron 8 especies (8%) de arboles siempre
verdes con follaje denso a muy denso y 7 especies
(7%) con cortezas con esculturaciones, fisuradas,
desprendiéndose en placa o con colores Ilamativos.

Condicién fitosanitaria

En relacion al estado fitosanitario, reportamos 2714
arboles sin ataque de plagas (59,8%) y 1821
individuos atacados por plagas (40,2%). Las plagas
mas frecuentes son la tifia (Tillandsia recurvata) y los
guatepajaritos que corresponden a especies de plantas
semiparasitas  pertenecientes a las familias
Loranthaceae y Viscaceae. La informacion registrada
en campo mostré 2965 individuos (65,4%) sin la
presencia de tifia y 1570 individuos (34,6%) atacados
por tifia. Con respecto al ataque de guatepajaritos, se
reportaron 359 individuos (7,9%) con guatepajaritos y
4176 individuos (92,1%) sin la presencia de
guatepajaritos. Las especies que cominmente son
atacadas por plagas son las siguientes: Spathodea
campanulata (Gallito), Tabebuia rosea (Apamate),
Cassia siamea (Casia de Siam), Lagerstroemia
speciosa (Flor de la Reina), Swietenia macrophylla
(Caoba) y Melaleuca linariifolia (Melaleuco) (Tabla
2).

Tabla 2. Condicion fitosanitaria.

Condicidn de riesgo

De los 4535 individuos censados, 3949 individuos
(87,1%) no ocasionan ninguln riesgo y solamente 586
(12,9%) presentan condicion de riesgo. Entre las
principales condiciones de riesgo reportamos: 410
individuos (9%) levantando aceras, 77 éarboles
muertos (1,7%), 25 individuos (0,6%) sobre
tanquillas eléctricas, gas, hidraulicas y telefdnicas, 10
individuos (0,2 %) en contacto con edificaciones y 64
individuos (1,4%) sobre postes, seméaforos y tendidos
eléctricos (Tabla 3).

Tabla 3. Condicidn de riesgo.

ADERA'?;SL%S FRECUENCIA | PORCENTAJE (%)
Sin riesgo 3949 87,1
Con riesgo 586 12,9
Levantando 410 9

acera
o |
Sobre tanquillas 25 0,6

Sobrg postes,

ey |
eléctricos

Arboles muertos 77 1,7
Total 4535 100

ATRIBUTOS | FRECUENCIA PORC(E/O'\;TAJE PLAGAS
Sin tifa 2965 65,4
Con tifia 1570 34,6 Tillandsia
recurvata
Sin
guatepajarito 4176 92,1
Con Especies de
uatepaiarito 359 7,9 Lorantaceae
guatepay y Viscaceae
Sin plagas 2714 59,8
Con plagas 1821 40,2
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Ficoflora de macroalgas bénticas marinas venezolanas.
Estatus actual
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El Laboratorio de Traqueophyta y Atraqueophyta del Instituto de Biologia Experimental (LTA-IBE) de la Universidad
Central de Venezuela, ha venido desarrollando estudios sobre la ficoflora venezolana desde hace aproximadamente 35
afios. En el presente trabajo, se divide esa actividad en dos periodos: el primero, caracterizado por el desarrollo de
proyectos cuyos objetivos persiguieron el estudio de areas de la costa venezolana anteriormente inexploradas, realizando
valiosos aportes a la ficoflora. En este periodo se conformé una base de datos cuya publicacion marca los objetivos del
segundo periodo, con el lanzamiento de dos sitios web: Ficoflora del Parque Nacional Archipiélago Los Roques y
Ficoflora Venezuela. Este Gltimo sitio ha sido visitado desde distintos paises del mundo, lo cual ha permitido darle mayor
visibilidad a la diversidad floristica de algas bénticas marinas de Venezuela. Adicionalmente, el manejo de los datos
recopilados mediante herramientas estadisticas adecuadas permitira aportar datos sobre la relacion entre la distribucion de
los elementos floristicos y los parametros ambientales caracteristicos de la costa venezolana.

Introduccion

El Laboratorio de Traqueophyta y Atraqueophyta del
Instituto de Biologia Experimental (LTA-IBE) de la
Universidad Central de Venezuela, ha venido
desarrollando estudios sobre la ficoflora venezolana
desde hace aproximadamente 35 afios. Estos
resultados estan reflejados en distintas presentaciones
en eventos cientificos, publicaciones en revistas
arbitradas, trabajos académicos, trabajos especiales de
grado, tesis doctorales, informes técnicos de proyectos
y han sido recogidos en las distintas emisiones de las
Memorias del Instituto de Biologia Experimental.
Geogréaficamente, se han circunscrito principalmente a
la region centro occidental del pais, pero también al
Parque Nacional Archipiélago Los Roques y el estado
Sucre (Fig. 1).

Fig. 1. Mapa de Venezuela mostrando regiones estudiadas.

Inicio de los estudios sobre la ficoflora venezolana

Los estudios de la Ficoflora venezolana se remontan
al afio 1799, con las primeras colecciones de
Humboldt y Bonpland (13) en su llegada al Nuevo
Continente, en expediciones a Cumand, La Guaira y
Puerto Cabello. La mayoria de los estudios
ficofloristicos publicados en las primeras seis décadas
del siglo XX fueron realizados, entre otros, por los
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investigadores William R. Taylor, Manuel Diaz-
Piferrer, Ernesto Foldats y E.K. Ganesan (17). A partir
de ahi se realizaron muchas colecciones por parte de
investigadores venezolanos, que contribuyeron a
enriquecer el conocimiento de la Ficoflora. Las
investigaciones ficofloristicas del Laboratorio de
Tragueophyta y Atragueophyta, comenzaron en el
estado Falcon, con un estudio realizado en las islas
Cayo Borracho y Cayo Sal del Parque Nacional
Morrocoy (4). Desde entonces, se han realizado
distintas colecciones en las entidades mencionadas
que han permitido ampliar nuestro conocimiento de la
ficoflora, pero sobre todo a conformar una base de
datos que incluye toda la historia ficofloristica
venezolana y desarrollar aplicaciones informaticas que
se detallardn mas adelante.

Desarrollo de los estudios ficofloristicos por parte del
LTA-IBE

A partir del inicio de los estudios ficofloristicos en
Venezuela, por parte del LTA-IBE, podemos definir
dos periodos. El primero se extiende desde el afio
1982 hasta el afio 2010, caracterizado principalmente
por el estudio en las zonas intermareales en distintas
localidades; a partir del afio 2008 se comenzaron a
utilizar las herramientas del buceo auténomo
permitiendo la  exploracion a  profundidades
submareales y hasta aproximadamente 28 metros,
permitiendo la exploracién, conocimiento y reporte de
condiciones ambientales distintas y el enriquecimiento
de la ficoflora venezolana. El segundo periodo
comienza a partir del afio 2011, con el desarrollo de
herramientas  informaticas que permitieron la
divulgacion de los elementos de la importante base de



datos recabada hasta este momento, utilizando
tecnologia Web. A continuacién mencionaremos los
distintos aportes a la ficoflora de Venezuela en los dos
periodos mencionados y que han sido publicados en
los distintos volimenes de las Memorias del Instituto
de Biologia Experimental (MIBE).

Periodo 1982-2010

En el volumen 1 de MIBE (15), publicado en 1998, se
mencionan las contribuciones ficofloristicas desde
1982 y hasta este momento, reportdndose 167
registros de especies provenientes del litoral central,
especificamente estado Aragua (bahia de Turiamo),
estado Miranda (Chirimena, Punta Caiman) y estado
Vargas (El Cusuy, Punta Care y Taguao). Se registran,
ademas, 198 especies para el Parque Nacional
Archipiélago Los Roques (PNALR) y 115 para el
Parque Nacional Morrocoy (PNM) en el estado
Falcon.

El volumen 3 de MIBE (12) publicado en 2001,
recoge el reporte de 92 especies provenientes del
sector oriental del estado Vargas (Catia La Mar,
Macuto, Naiguata, Los Caracas, Osma y La Sabana),
asi como 56 registros de la localidad de Carmen de
Uria. Se destaca el hecho de que 31 especies
corresponden a nuevos registros para la ficoflora del
estado y 6 para Venezuela; ademas, se menciona la
existencia de 120 especies para distintos lugares del
PNM (16 nuevos registros para el parque y 2 nuevos
para Venezuela). Adicionalmente, se mencionan
estudios no floristicos que incluyen la presencia de
lectinas, taninos e inhibidores de proteasas en 27
especies de macroalgas colectadas en los estados
Falcén y Vargas; un estudio preliminar de la fenologia
de Gelidium serrulatum (Rhodophyta, Gelidiales) en
el estado Vargas; un estudio de comparacion de la
ficoflora del PNALR, con la de los estados Aragua,
Carabobo, Falcén, Nueva Esparta, Sucre y Vargas; un
estudio morfolégico de Antitamnionella breviramosa
(Rhodophyta, Ceramiales) en el estado Vargas; un
estudio taxonémico de Polyphysa myriospora
(Chlorophyta, Acetabulariales) en el estado Falcon v,
finalmente, un estudio de la cobertura algal de algunos
arrecifes coralinos en el PNALR.

En el volumen 4 de MIBE (14), se reporta la
continuacion y culminacion de estudios de linea base
en el PNM; la descripcion de Schimmelmannia
venezuelensis (Rhodophyta, Gloiosiphoniaceae) por
primera vez para la ciencia; el reporte de 11 nuevos
registros para el estado Aragua (bahia de Turiamo); y
el estudio de la cobertura algal, utilizando el método
AGRRA (Atlantic and Gulf Reef Rapid Assesment)
en distintos arrecifes coralinos del PNALR.
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En el volumen 5 de MIBE (11), se menciona el
comienzo de los estudios submareales por parte del
LTA-IBE, comenzando por las localidades de Puerto
Maya (estado Aragua) y Puerto Cruz (estado Vargas),
de ambas localidades no existian reportes previos de
macroalgas bénticas en el pais, en estas dos
localidades se realizaron muestreos a una profundidad
promedio de 15 metros. En Puerto Maya, se
identificaron 62 especies, 15 de las cuales constituyen
nuevos registros para el estado. En Puerto Cruz, se
identificaron 113 especies, 9 de las cuales constituyen
nuevos registros para el estado. Adicionalmente, para
el periodo sefialado, se reportaron nuevos registros
para el PNM, el PNALR y los estados Miranda,
Nueva Esparta (Isla de Margarita) y Vargas.

El volumen 6 de MIBE (3), resefia el reporte de
nuevos registros para los estados Falcon (PNM y
Adicora), Aragua (Cepe, Jurelito, Ocumare, Playa la
Punta y Puerto Maya), Miranda (Playa Corrales),
Vargas (Puerto Cruz). Por otra parte, se emprendi6 un
esfuerzo de recopilacion, en conjunto con la
Fundacion Instituto Botanico de Venezuela, de las
especies a incluir en el “Libro Rojo de la Flora
Venezolana” en la categoria de “en peligro critico” de
acuerdo con los criterios de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).

En el volumen 7 de MIBE (8), se actualiza la
informacidn ficofloristica existente para el PNALR,
informando de la presencia de 124 especies;
incluyendo 10 registros nuevos para el archipiélago y
realizando importantes contribuciones como resultado
de los estudios a nivel submareal. Ademas, se
presentd la clave taxondmica digital FICLAV, en la
cual se describe una aplicacion informatica orientada a
la identificacion de 15 géneros del phylum
Heterokontophyta, combinando una clave taxonémica
como componente del dominio de conocimiento, un
arbol de decision como modelo de prediccion y
tecnologias Web para el desarrollo de la aplicacion.

El volumen 8 de MIBE (6), resume los resultados de
cuatro grandes proyectos ya culminados, presentando
la amplia actividad desarrollada por el laboratorio en
el estudio de la ficoflora venezolana: 1) Estudio
floristico de las localidades de Puerto Maya (estado
Aragua) y Puerto Cruz (estado Vargas), 2) Inventario
de la ficoflora del Parque Nacional Henri Pittier
(estado Aragua) y sus areas aledafas, 3) Ficoflora del
Parque Nacional Archipiélago Los Roques, y 4)
Creacion del Catalogo Taxondémico Nacional de las
Macroalgas Bénticas Marinas de Venezuela. Con el
proyecto identificado con el nimero 3, se comienzan a
dar los pasos hacia la digitalizacion de la data



registrada, al desarrollar el sitio Web Ficoflora del
Parque Nacional Archipiélago Los Roques (16) y la
publicacién del Manual de Macroalgas Bénticas del
Parque Nacional Archipiélago Los Roques (10). La
publicacion de los resultados del proyecto identificado
con el namero 4 (7), marca el inicio del segundo
periodo mencionado en la introduccion del presente
trabajo.

Periodo 2011 - 2017

A partir del afio 2011, nuestra linea de investigacion
se amplia hacia la divulgacién de resultados
ficofloristicos incorporando herramientas
informaticas y diversas tecnologias Web. En el
presente volumen, recogeremos los avances en el
desarrollo de esta linea de investigacion durante los
afios 2016 y 2017. El proyecto “Ficoflora del Parque
Nacional Archipiélago Los Roques” produjo como
resultados principales, la creacion de un sitio Web al
cual se puede acceder mediante:
www.ciens.ucv.ve/ficofloravenezuela/pnalr ~ (9,17),
ademés de la publicacion definitiva del libro
“Macroalgas  bénticas del Parque Nacional
Archipiélago Los Rogues, Venezuela. Guia llustrada”
(10).

Durante el afio 2016 se culmin6 el proyecto
“Creacion del Catalogo Taxondmico Nacional de las
Macroalgas Bénticas Marinas de Venezuela” (7), el
cual persiguié como objetivo general: actualizar el
inventario de algas marinas a nivel nacional,
caracterizando, ilustrando morfoanatomicamente y
validando taxondémicamente los registros disponibles.
Ademads, se incluy6 la informacion en una base de
datos unificada con datos taxondmicos, ecoldgicos,
geograficos, bibliograficos, mapas y fotografias. Esta
base de datos esta disponible al publico en general, a
través de una aplicacion informatica sobre plataforma
Web, con funcionalidades de consulta de Ia
informacion y herramientas de uso educativo. La base
de datos desarrollada contiene hasta el momento un
total de 5.101 registros a partir del examen de 221
referencias bibliograficas y en ella se reporta un total
de 662 especies, provenientes de 534 ubicaciones en
12 entidades federales. El sitio Web Ficoflora
Venezuela, se ha convertido en una herramienta de
consulta atil para distintos estudios, fuente de
informacion abierta, orientada al conocimiento de la
flora de macroalgas bénticas marinas venezolanas, ha
sido constantemente actualizada y ampliamente
consultada en Venezuela y el continente americano.
Desde sus inicios en el afio 2009, ha venido
evolucionando constantemente, con un incremento
del 175% en el namero de referencias bibliograficas
incorporadas (Fig. 2).
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Fig. 2. Incorporacion de referencias bibliograficas en Web
Ficoflora Venezuela. La flecha azul marca el incremento
de 175% en el nimero de referencias incorporadas.

El total de localidades incorporadas ha aumentado de
84 a 534. Para el dia de su lanzamiento publico, el 15
de mayo de 2016 habia registrado 117 visitas, las
cuales habian aumentado a 1.499 a finales del afio
2017 (incremento del 1.281%) y a 3.418 visitas en
mayo de 2018 (incremento del 2.921%) (Fig. 3).
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Fig. 3. Visitas al Sitio Web Ficoflora Venezuela hasta
mayo 2018.

Al presente, Web Ficoflora Venezuela se ha
convertido en un catalogo digital fundamental para el
desarrollo de los estudios ficofloristicos desde
cualquier lugar del mundo donde pueda consultarse.
Por otra parte, la muy completa base de datos que
soporta al sitio Web, permitird establecer relaciones
entre la distribucion de las macroalgas bénticas y los
factores que la afectan. En este orden de ideas,
Gbmez (1,2) realiz6 una primera verificacion de esa
data y publicé una resefia histérica, asi como el
estatus actual de los estudios sobre macroalgas
bénticas marinas de Venezuela, en donde se incluye
la actualizacién del catadlogo taxonémico. El analisis
de esta data, utilizando herramientas estadisticas
especializadas, nos permitira buscar relaciones entre
la ficoflora y los distintos factores que la afectan; al
respecto, Gomez et al. (5) comenzaron este estudio,
calculando la riqueza especifica de macroalgas
bénticas para cada una de las entidades federales
venezolanas y verificando si existen patrones de
distribucion particulares que respondan a las



variaciones ambientales de distinta indole presentes
en la costa venezolana. La continuacion de esta linea
de investigacion incorporando herramientas de
sistemas de informacion geogréafica, sin duda
permitira establecer las relaciones fitogeograficas de
la ficoflora venezolana.
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La costa venezolana representa un area importante dentro del Mar Caribe, debido a la constante renovacion de las aguas
mediante el fendmeno de surgencia, que proporciona condiciones especiales para el desarrollo de la vegetacion marina.
Es asi como dia a dia se incorporan nuevos registros y se explora su importancia dentro del ecosistema, para encontrar
respuestas que subyacen en este habitat. El potencial econémico de estas macrofitas ha comenzado a dar resultados
promisorios que se traduciran en un mejor aprovechamiento de los recursos naturales del ambiente marino.

Introduccion

La costa venezolana se encuentra en el borde sur del
Mar Caribe, constituyendo un darea importante
debido a los diversos fendmenos fisico-quimicos que
presentan sus aguas costeras, entre ellas el fenémeno
de surgencia (6), que aunado a la circulacion de las
corrientes marinas y los aportes de los rios
Amazonas y Orinoco (14) proporcionan condiciones
muy favorables para el desarrollo de las macréfitas
marinas (15) (Fig. 1). En lo respecta a las
macroalgas, debido a la heterogeneidad de los
sistemas y a la alta tasa de recambio en el ambiente
marino, hemos venido incrementando el nimero de
registros para nuestras costas (Fig. 2), lo cual nos
indica que se hace necesario monitorear
constantemente los diversos ambientes en los que
pueden crecer y desarrollarse estos organismos. En
consecuencia, se ha venido trabajando en el
reconocimiento de la ficoflora del &rea centro-
occidental (9,11,17,19), y mas recientemente, se ha
comenzado a estudiar algunas areas de la region
oriental, debido a que ésta es clave dentro del
ecosistema marino Caribefio (18).

Estudios Taxonomicos

En la actualidad se han realizado inventarios de
macroalgas y angiospermas marinas en las costas del
estado Vargas (16,17), reconociendo nuevas
especies de estas plantas y macroalgas del complejo
Laurencia. De igual forma se han desarrollado
estudios en la peninsula de Paraguang,
incrementando el conocimiento de  nuestra
vegetacion marina y ampliando la distribucion
geogréafica en el mar Caribe (10,11,13,15,16).
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Fig. 1. Area de estudio.

Para el area de Paraguand y costas aledafias del
estado Falcon se han registrado mas de un centenar
de especies, entre las cuales unas 40 pueden resultar
adiciones para este estado. El registro ficofloristico
de esta peninsula se viene llevando a cabo en
conjunto con la Dra. Sonia Ardito de la Universidad
de Carabobo, quien inici6 este proyecto como parte
de su afio sabatico en nuestro laboratorio durante
enero-diciembre de 2011, continuando activamente
esta cooperacion hasta el presente (12,15,19). En el
oriente del pais, también hemos venido realizando
estudios de las macroalgas presentes en el litoral
rocoso de la zona noreste de la isla de Margarita.
Todo esto ha contribuido al conocimiento de nuestra
ficoflora, la cual parece mas rica de lo que
inicialmente se tenia pensado (5,7,18), ya que a
través de los afios de investigacion, seguimos
ubicando nuevas especies con potencial promisorio



en la obtencion de productos naturales y una
diversificacion en sus propiedades, para tratar de
resolver problemas de alimentacion y salud puablica
dentro del pais (1,2,4,5).

Fig. 2. Nemalion cari-cariense: Habito del talo
femenino. Nuevo registro para la costa venezolana.

Estudios Ecoldgicos. Hasta el presente se han venido
desarrollando estudios sobre el fenomeno de
surgencia el cual enrigquece con aguas profundas,
ricas en nutrientes la region costera de Venezuela y
Colombia, Por ello hemos desarrollado algunos
trabajos sobre las especies indicadoras de surgencia
en la costa venezolana (8,14,18), obteniéndose datos
interesantes sobre la presencia de estas especies, el
cambio en su distribucién y su cobertura en algunas
areas monitoreadas, particularmente en la isla de

Fig. 3. a) Cottoniella filamentosa, b) Grinelia
americana, c) Laurencia dendroidea: nuevos
registros para la isla de Margarita, estado Nueva
Esparta.

También se sigue estudiando la contaminacion y su
influencia dentro de las comunidades marinas
costeras, ya que para proponer algunos organismos
como indicadores de contaminacion, se hace
necesaria la comprobacion de factores que
intervienen en el ambiente y pueden enriquecer las
aguas con nitrégeno y foésforo, sin que se deba a
descargas de aguas residuales. Tradicionalmente se
ha establecido que las Ulvales son indicadoras de
contaminacion; sin embargo, durante los periodos
de enriquecimiento natural, también se desarrollan
amplias coberturas de este grupo de macroalgas. Es
el recambio de las especies en las comunidades de
macroalgas el factor més indicativo de la calidad del
ambiente, aunque especies del género Grateloupia
son buenos indicadores de descargas de aguas
residuales. Otra de las lineas de investigacion en
desarrollo es la de las angiospermas marinas y su
papel dentro del ecosistema costero, la cual se ha
venido realizando mediante la incorporacion de
trabajos interdisciplinarios con otros investigadores,
conduciendo éstos a la evaluacion de nuevos
registros para la costa varguense dentro de la
comunidad de Halophila stipulacea (Fig. 4). En
Venezuela, son escasos los estudios realizados en la
evaluacion de las comunidades de macrofitas
marinas, las cuales representan una alternativa
interesante, como refugio y criadero de diversas
especies de fauna, tales como peces, moluscos,
crustaceos y otros invertebrados, no menos

importantes dentro del ecosistema marino-costero
(16,17,19).

Fig. 4. Habitantes de la comunidad de Halophila
stipulacea en el estado Vargas.

La ecologia de los ambientes marinos debe ser
estudiada para establecer las condiciones en las que
se desarrollan las diferentes especies que conforman
las comunidades y modelan sus relaciones tréficas,



enriqueciendo la biodiversidad que sustenta fuentes
potenciales de alimentos y medicinas (Fig. 5).
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Fig. 5. a) Udotea dixonii y b) Penicillus dumentosus.
Nuevos registros del estado Falcon.

b

Estudios aplicados

En los dltimos afios, ademas del estudio de las algas
de arribazén y su aplicabilidad como fuente de
microelementos, se han venido desarrollando
estudios de compuestos quimicos en las macréfitas
marinas, obteniéndose alguna sustancias con valor
farmacolégico (Fig. 6), como parte de una
cooperacion con la Escuela de Bioanalisis de la
Facultad de Medicina y con la Escuela de Quimica
de la Facultad de Ciencias, representadas por la Dra.
Dilsia Canel6n y el Dr. Reynaldo Compagnone. De
esta cooperacion se han desarrollado algunos
trabajos de grado que enriquecen el conocimiento de
la utilidad de nuestras macrofitas marinas (1,4).

Fig. 6. a) Udotea, b) Halimeda, c) Penicillus: tres
géneros de Bryopsidales fuente de anticoagulantes.

Investigaciones en desarrollo.

En la actualidad, se continGa el estudio de las
macroalgas del complejo “Laurencia” en Venezuela,
como parte de un macroproyecto para el area del
Océano Atlantico, en cooperacion con
investigadores  del Instituto Botanico y la
Universidad de S&o Paulo, Brasil, bajo la direccion
de la Dra. Valeria Cassano y la Dra Mutue Toyota
Fujii. Hasta el presente se han registrado unas 6
especies entre las que figura un nuevo registro
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potencial para la Ciencia y se sigue investigando el
grupo, con potencial farmacol6gico promisorio (4,5).

Consideraciones finales

El desarrollo de lineas aplicadas de investigacion,
junto a las convencionales, nos permitiran asumir el
reto de proporcionar soluciones a la sociedad en la
gue desarrollamos nuestra actividad que constituye
un modesto aporte en estos momentos dificiles que
atravesamos dia a dia.
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