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RESUMEN

Introduccion: A nivel mundial los ecosistemas mas amenazados son los humedales, por tal
razén la evaluacién de su estado ambiental contribuir4 a reconocer su importancia. Objetivo:
Evaluacion del estado del humedal Choc Choc mediante Matriz de Influencia Directa (MDI).
Materiales y Métodos: Para el diagnéstico fueron seleccionadas dos lagunas (A y B), ubicadas
en el sector Chorobal, Distrito Moche Region La Libertad Perd. El sistema humedal se dividio en
tres sub sistemas: factores influyentes, problemas generados e impactos ambientales; que fue
evaluado mediante matriz de influencia directa (MDI). Para corroborar la situacién se midi6 la
calidad del agua, se realiz6 inventario de la avifauna y se evaluo la flora dentro de las lagunas
durante los meses de mayo — agosto 2018, mediante método del transecto. Resultados:
Problemas generados: desaparicion de especies pioneras, erosion del suelo, desecacion del
humedal y contaminacion hidrica. De las 42 especies de aves registradas durante el inventario,
el 78,57% son residentes y el 21,43% migratorias boreales. Mediante los analisis de agua se
constaté que esta no cumple los criterios de calidad y se confirmé la pérdida de biodiversidad.
Conclusiones: El impacto de las acciones antropicas en el humedal son severas.

Palabras clave: Factores influyentes; contaminacién hidrica; desecacién del humedal; Matriz de
Influencia Directa

ABSTRACT

Introduction: Globally the most threatened ecosystems are wetlands, for this reason the
evaluation of their environmental status will help to recognize their importance. Goal: Evaluation
of the ChocChoc wetland through Direct Influence Matrix (MDI) Materials and Methods: For the
diagnosis, two lagoons (A and B) were selected, located in the Chorobal sector, Moche district,
La Libertad region, Peru. The wetland system was divided into three sub systems: influencing
factors, generated problems and environmental impacts; which was evaluated by direct influence
matrix (MDI). To corroborate the situation, the water quality was measured, inventory of the bird
fauna was made and the flora was evaluated within the lagoon during the months of May - August
2018, using the transect method. Results: Problems generated: disappearance of pioneer
species, soil erosion, and desiccation of the wetland and water pollution. Of the 42 bird species
recorded during the inventory, 78.57% are residents and 21.43% boreal migratory. The water
analysis confirmed that it does not meet the quality criteria and the loss of biodiversity was
confirmed. Conclusions: The impact of the anthropic actions on the wetland are severe.
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1. INTRODUCCION

La Convencion Ramsar, define a los humedales como: una amplia variedad de habitats tales
como pantanos, turberas, llanuras de inundacion, rios y lagos y areas costeras tales como las
marismas, manglares y praderas de pastos marinos, pero también arrecifes de coral y otras areas
marinas cuya profundidad en marea baja no exceda de seis metros, asi como humedales
artificiales tales como estanque de tratamiento de aguas residuales y embalses (Secretaria
Convencién Ramsar, 2006)

Los humedales intactos que no han sido degradados desempefian un papel clave como
amortiguadores en el ciclo hidrolégico y como sumideros de carbono organico, albergan gran
parte de la biodiversidad del mundo y brindan multiples servicios a la humanidad. Sin embargo,
la presién en forma de recuperacion de tierras, la explotacion intensa de los recursos, los cambios
en la hidrologia y la contaminacion amenazan los humedales en todos los continentes (Junk et
al., 2012).

Los humedales naturales existentes en la actualidad cubren solo una fraccién de su &rea original
y han ido disminuyendo progresivamente durante siglos en la mayor parte del mundo. Al
respecto, la Convenciébn Ramsar, realiza un seguimiento del estado y las tendencias de los
humedales a nivel mundial, y sostiene que su disminucion en habitats continentales, costeros y
marinos va en incremento, en consecuencia, las poblaciones dependientes de estos
ecosistemas estan disminuyendo y muchas de ellas son susceptibles de extinguirse en un futuro
préximo (Secretaria Convencion Ramsar, 2018)

En consecuencia, gran parte de los bienes y servicios que los humedales proporcionan estan
siendo degradados o se estan usando de manera no sostenible, debido al manejo inadecuado
de los recursos y la falta de politicas apropiadas de desarrollo local. Por otra parte, la interaccién
entre los sistemas ecoldgicos y humano es muy compleja, y el nivel del conocimiento disponible
sobre la articulacion entre ambos hace dificil predecir los umbrales reales a partir de los cuales
pueden ocurrir desajustes funcionales y comiencen los procesos de degradacion ecolégica
ocasionalmente irreversibles con afectaciones al bienestar humano y la estabilidad social
(Fernandez et al. 2013)

Green & Figuerola (2003) manifiestan que “se mantiene la idea de que las aves acuaticas
funcionan como indicadores de los cambios ambientales en los humedales, esta premisa se
fundamenta en que debido a su posicién en la escala tréfica, estos organismos se veran
afectados por una gran variedad de factores. En escalas mayores se detectan descensos en
algunas poblaciones de aves acuaticas que parecen explicarse por la pérdida de habitat
generado por la desecacion y degradacion de humedales” (p. 47). Esta situaciéon pone en
evidencia la importancia de estos ecosistemas para albergar especies, algunas consideradas
amenazadas (Vizcarra et al, 2009).

Choc Choc, es un humedal costero, con una estructura caracteristica que esta a punto de
perderse, la vegetacion, avifauna, suelo, agua, que sostienen este ecosistema Unico, estan
desapareciendo por acciones que no tienen en cuenta el dafio que estan causando no solo a la
naturaleza sino también a la humanidad. Nuestro pais fue el primero en Latinoamérica, en
desarrollar un conjunto de acciones a largo plazo, que fue plasmado en un documento
denominado Estrategia Nacional para la Conservacion de Humedales 1996 que establece
politicas de uso sostenible y proteccidn, promocién de la investigacién y difusion de la
importancia y beneficios de los humedales (Ministerio del Ambiente, 2015).

Asimismo, los gobiernos provincial y distrital cuentan con documentos que reglamentan la
conservacion de los humedales, pero dictar una norma no corregird automaticamente el
problema que ésta trata de resolver, es necesaria la fiscalizacion, ejecucion de leyes y asignacion
de recursos por parte de las autoridades (Mateo, 2010); para salvaguardar los ecosistemas.
Ademas, los ciudadanos siempre estan buscando mecanismos ingeniosos para evadir reglas;



debido a la corrupciéon a todo nivel, que predomina en nuestro pais. El propdsito de la
investigacion fue analizar el “sistema humedal Choc Choc” y sus subsistemas factores
influyentes, problemas generados e impactos ambientales; mediante la matriz de influencia
directa (MDI), creado por Godet, 2001 (citado por Arango & Cuevas, 2013).

2. MATERIAL Y METODOS

El humedal Choc Choc se localiza entre las coordenadas UTM: 9095300N, 9094700N vy
720800E, 721200E, proximo a la autopista: Via Panamericana - Puerto Salaverry y al norte del
Asentamiento Humano "Miramar", en el distrito de Moche, provincia de Truijillo, departamento La
Libertad (Regién La Libertad), a una altitud promedio de 3.5 msnm.; en la regién ecolégica:
Desierto Semi-Calido Tropical (Nique, 2005).

La aplicacion del método se llevd a cabo a través de la definicion del sistema denominado
“‘humedal Choc Choc”, de los subsistemas: factores influyentes, problemas generados e
impactos ambientales, asi como la evaluacion de la matriz de influencia directa creado por Godet,
2001 (citado por Arango & Cuevas, 2013). El método describe un sistema identificando las
relaciones de influencia (en lugar de relaciones causa — efecto) entre los elementos integrantes
del mismo (Senhadji - Navarro, 2017)

El llenado de la matriz es un procedimiento cualitativo, y para cada pareja de variables se realiza
la siguiente pregunta; ¢existe una relacién de influencia directa entre el factor influyente y el
problema generado? si esta relacion de influencia no existe (0), débil (1), mediana (2), fuerte (3)
(Arango & Cuevas, 2013).

Empleando el método del transecto en linea (Bibby et al., 2000); se evalué la avifauna, durante
los meses de mayo a agosto del 2018, realizandose 8 avistamientos con visitas quincenales, en
los horarios de 7:30 a 9:30 am de 11 am a 1 pm y de 2:30 a 4:30 pm; las especies fueron
observadas visualmente con ayuda de binoculares marca Eagle Optics Denali 10 x 42 mm y
fotografiadas con camara digital Canon EOS 60D, con zoom de 400 mm. Para la determinacion
de las especies se utilizé la Guia Aves de Peru (Schulenberg et al., 2010), la Lista de Aves del
Peru (Plenge, 2012) y el Atlas de las Aves playeras del Pera (Ministerio del Ambiente, 2014).
Asimismo se midieron parametros fisicos: temperatura y solidos disueltos totales y parametros
quimicos: pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto (OD), demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBO) y salinidad empleando el equipo Multiparametro HI 9829 HANNA.

La evaluacién de las comunidades vegetales se realizé por medio de 7 transectos lineales
(Matteucci & Colma, 1982) de 100 puntos de evaluacion cada uno, Se ubicaron del borde de las
lagunas hacia afuera y desde el borde de las lagunas hacia adentro. El muestreo se realizé en
el sector sur, este y norte de la laguna A, el sector oeste no se evalu6 completamente debido a
la invasion de esa zona por viviendas y corrales para animales domésticos. Sin embargo en la
laguna B, se consiguié evaluar toda el &rea en la primera salida de campo; en la segunda nos
dimos con la sorpresa que todo el sector este habia sido rellenado con material de construccion
y demolicién, perdiéndose los transectos trazados la siguiente evaluacién se realizé en el sector
norte, sury oeste.
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Fig. 1. Fuente: Google Earth, 2018. Ubicacion de las Lagunas del Humedal Choc Choc
Laguna A: Coordenadas UTM: 9094669.8N, 9094393.2N y 720708.3E, 720707E
Laguna B: Coordenadas UTM: 9094362.7N, 9094209N y 720676.2E, 720675.4E

3. RESULTADOS

El area donde se encuentran las lagunas A y B se encuentra registrada como propiedad privada,
de acuerdo con la informacién recogida, un poblador manifesté que el espacio que ocupa el
humedal pertenecia a INRENA (Instituto Nacional de Recursos Naturales) ex-organismo del
estado peruano, incluso poseia un permiso para la extraccion de “totora”, él realizo el tramite en
la oficina pero ningln trabajador se acercoé a verificar.

La laguna A; hacia el oeste y al norte esta rodeada de viviendas precarias y corrales de animales
domeésticos, segun referencia de los pobladores fueron las autoridades del municipio de Miramar,
quienes los reubicaron en el lugar, desde hace méas de veinte afios. Lamentablemente, el sitio
alberga especies de aves residentes y migrantes boreales, que ven amenazado su hébitat, por
la presencia de residuos solidos. Entre tanto, al este se puede observar un sistema de desagle
con bomba, canal de aguas residuales, camino rural, residuos de construccion y demolicién,
ganaderia (vacunos, ovinos), animales domésticos (aves de corral y perros).

Por otro lado, hacia el lado norte de la laguna B se observan chacras donde se siembra maiz y
la graminea Imperata brasiliensis, que los agricultores utilizan para alimentar al ganado vacuno,
hacia el oeste se encuentran seis lagunas de oxidacién que despiden olor nauseabundo, estan
separadas del humedal por una cortina de Acacia macracantha, por esta zona no se observa
residuos solidos; pero si se encuentran heces de humanos y ganado ovino; hacia el sur se
encuentra espejo de agua, hacia el este, acumulacién de residuos de construccién y demolicién
que utilizan para desecar el humedal.



En cuanto a la flora identificada dentro de las lagunas, podemos mencionar que principalmente
esta conformada por Typha angustifolia “inea” en mayor porcentaje y por Schoenoplectus
californicus “totora” que sirven de alimento y zona de anidacién a la avifauna. Los principales
habitat identificados son: el “ineal”, que se ubica en el centro de las lagunas zona que se
encuentra permanentemente inundada y en los bordes el “totoral”. En los contornos se
encuentran los “gramadales” (grama salada) que se ven afectados por el pastoreo del ganado
ovino y bovino y los cuerpos de agua que representan un 5% en la laguna A y un 30% en la
laguna B (ver tabla 1).

Tabla 1. Especies dominantes dentro de las lagunas A y B ubicadas en el humedal Choc Choc.

Humedal Choc Schoenoplectus

Choc Typha angustifolia californicus espejo de agua
Laguna A 89% 6% 5%
Laguna B 57% 13% 30%

Asimismo, durante los meses de mayo a agosto del 2018, fueron registradas 42 especies de
aves, correspondientes a 21 familias; de las cuales 33 son residentes y 9 migratorias boreales.
De acuerdo al numero de especies por familia, la familia Ardeidae tienen la mayor
representatividad (14,28% del total), las especies pertenecientes a cuatro familias representan
el 38,08% del total de las especies registradas en la investigacién: Rallidae, Charadridae,
Scolopacidae y Laridae. Seis especies se encontraron en el 100% de los avistamientos: Gallinula
chloropus, Pygochelidon cyanoleuca, Zenaida meloda, Mimus longicaudatus, Egretta thula,
Himantopus mexicanuss. Tres especies se encontraron en el 25% de los avistamientos:
Cathartes aura, Porphyrio martinica, Forpus coelestis.

En cuanto a la calidad del agua de las lagunas, en base a la medicién realizada en campo para
el agua superficial, comparada con los Estdndares de Calidad Ambiental (Decreto Supremo N°
004-2017-MINAM) para agua; observando la Tabla 2 podemos confirmar que los parametros de
oxigeno disuelto, conductancia especifica, solidos totales y demanda bioquimica de oxigeno se
encuentran muy alterados.



Tabla 2. Evaluacion de la calidad del agua de las lagunas A y B del humedal Choc Choc.

Parametros Unidades de resultados del ECA E1:
medida andlisis lagunas
pH unidad de pH 7,81 6,5-9,0
Oxigeno Disuelto (OD) % 0,0 >5
Conductancia especifica mS/cm 2979 1000
Sdlidos suspendidos totales mg/L 18,3 <25
Demanda Bioquimica de Oxigeno mg O2/L 31,17 5

Subsistema Factores influyentes

Tabla 3. Relacion de variables con su descripcion asociadas al subsistema Factores Influyentes.

Subsistema  Nombre Descripcion
Actividad agricola Practicas realizadas con la finalidad de secar las lagunas y
ganar tierras para después venderlas (trafico de terrenos)
Ganaderia Pastoreo intensivo dentro humedal (ovino, bovino) y corrales de
porcinos y aves dentro y en los alrededores de las lagunas.
Materia organica en En los alrededores de las lagunas, se encuentran heces de
descomposicion humanos y animales; ademas de residuos organicos
Procesos de Construccion de viviendas precarias y corrales para los
Factores urbanizacion animales domeésticos alrededor y dentro de las lagunas
Influyentes

Relleno

Sedimentacion

Vertimiento de aguas
residuales

Vertimiento de
residuos solidos

Afectacion a la
estructura del suelo

Proceso de agregar toneladas de residuos de construccién y
demolicién con la finalidad de secar las lagunas para construir
almacenes, casas y corrales.

Acumulacién por deposicion de los sedimentos transportados
por las aguas residuales.

Aguas residuales procedentes de una bomba de desagiie que
se disponen sobre un canal construido muy cercano a las
lagunas, al colmatarse el canal las inunda y/o se filtra por el
subsuelo.

Disposicion de residuos generados por los pobladores de los
alrededores de las lagunas y por personas que llegan de
Miramar para arrojar desechos en el lugar.

Alteracion de la estructura del suelo por la acumulaciéon de
residuos de construccion y demolicion, basura (restos organicos
e inorganicos), pastoreo.

Fuente: Adaptado de (Senhadji- Navarro et al., 2017).



Subsistema Problemas Generados

Tabla 4. Relacion de variables con su descripcion asociadas al subsistema Problemas
Generados

Subsistema Nombre

Descripcién

Problemas
generados

Contaminacion
hidrica

Desecacion del
humedal
Desaparicion de

especies pioneras

Erosion del suelo

Procesos de
eutrofizacion

Proliferacion de
especies
oportunistas

Alteracion de los
ciclos bioldgicos

Anoxia en las

Estado actual del agua de las lagunas debido a las
actividades antrépicas (ver Tabla 2)

Los pobladores que viven en los alrededores utilizan
motobomba para extraer agua de las lagunas con el fin de
desecarlas.

Pérdida de las primeras especies que albergaron el
humedal.

Desgaste en la superficie del suelo que rodea las lagunas
por pastoreo, arrojo de residuos de construccion y
demolicién, basura.

Enriguecimiento en nutrientes de ambas lagunas

Incremento de la especie oportunista Typha angustifolia que
abarca un gran porcentaje de las lagunas (ver Tabla 1)

Cambios en los elementos quimicos en el compartimiento
biético y abiotico de las lagunas por acciones antrépicas

Ausencia total de oxigeno en ambas lagunas (ver Tabla 2)

lagunas

Fragmentacion
del habitat

Ambas lagunas se van
convirtiéndose en parches.

reduciendo poco a poco

Fuente: Adaptado de (Senhadji-Navarro et al. 2017)

Como se puede observar los procesos urbanisticos generan problemas de desecacién del
humedal, desaparicidon de especies pioneras, fragmentacion del habitat, que conduce a pérdida
de biodiversidad y pérdida de flora y fauna. Otro factor importante es el vertido de residuos sélidos
gue causa problemas de contaminacién hidrica, desecacién del humedal, desaparicion de
especies pioneras, erosion del suelo, proliferacion de especies oportunistas. Finalmente los
problemas mas frecuentes son: desaparicion de especies pioneras, erosion del suelo,
desecacion del humedal y contaminacion hidrica (Ver Tabla 4).

Uno de los principales factores que afectan las lagunas del humedal Choc Choc es la actividad
agricola (Ver Tabla 6) que causa problema de desecacion, desaparicién de especies pioneras,
proliferacion de especies oportunistas e introducidas, alteracién de los ciclos biol6gicos,
fragmentacion del habitat. Los impactos que causan estos problemas se encuentran la pérdida
de flora y fauna, biodiversidad y espejo de agua (Ver Tabla 5).



Impactos Ambientales

Tabla 5. Relacién de variables con su descripcion asociadas al subsistema Impactos

Ambientales
Subsistema  Impactos Descripcion
Ambientales
Mala calidad Segun andlisis realizados en el agua de las lagunas todos
del agua los parametros se encuentran alterados.(ver tabla 6)
Pérdida de Producto del deterioro Typha angustifolia es la especie
Impactos flora dominante dentro de ambas lagunas (89% en A y 54% en
Ambientales B). (ver tabla 1)
Pérdida de Pérdida de la diversidad bioldgica de las lagunas, Nique

Biodiversidad (2005), reportd 23 especies de flora en Choc Choc; en el

2018 encontramos ochos especies

Pérdida del
espejo de agua
de las lagunas

Pérdida del area total que ocupan las lagunas (ver tabla 1)

Fuente: Adaptado de (Senhadji-Navarro et al. 2017)
Tabla 6. Matriz Estructural de las variables de Factores Influyentes y Problemas Generados.

CH DH DEP ES PE PEO ACB A FH total
Actividad Agricola 3 3 3 2 3 1 2 3 3 23
Ganaderia 2 0 1 3 1 0 1 0 0 8
Mat Organica en 1 0 1 1 0 0 1 0 0 4
Descomposicion
Procesos de 2 3 3 3 1 0 2 0 3 17
Urbanizacién
Relleno 2 3 3 3 0 0 2 0 3 16
Sedimentacion 3 3 3 0 3 2 2 3 0 19
Vertido Aguas 3 0 3 2 3 3 2 3 0 19
Residuales
Vertido Residuos 3 3 3 3 2 3 2 2 0 21
Sol
Afectacion Est Su 0 1 2 3 0 2 2 0 3 13
Total 18 18 23 20 15 11 16 13 12

CH: Contaminacion Hidrica; DS: desecacion del Humedal; DEP: Desaparicion de especies pioneras; Erosion del Suelo:
ES; PE: Procesos de Eutrofizacién; PEO: Proliferacién de Especies Oportunistas; Alteracion de los ciclos Biolégicos; AH:
Anoxia en las aguas de las lagunas; Fragmentacion del Habitat. Valoracion: No existe influencia (0); débil (1); mediana
(2); fuerte (3)
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4. DISCUSION

Dependiendo de la regién del 30 al 90% de los humedales del mundo ya han sido destruidos o
fuertemente modificados en muchos paises sin signos de disminucién (Junk et al.,2012); y es la
region de Latinoamérica y el Caribe la que ha experimentado la mayor reducciéon de sus
humedales naturales a nivel mundial entre 1970 y 2015, con un declive de 59% de su superficie
y las mayores amenazas serian “la contaminacion y la conversion de humedales en tierras
agricolas y de uso urbano” (Leighton, 2019). Los resultados obtenidos en esta investigacion,
coinciden con las causas reportadas anteriormente ya que los factores de influencia criticos en
las lagunas A y B son la actividad agricola, vertimiento de aguas residuales, vertimiento de
residuos sdlidos y la afectacién de la estructura del suelo.

Los humedales actian como “almacenes” de los sedimentos y nutrientes (nitratos y fosfatos),
provenientes de efluentes de aguas residuales, que son consumidos por las plantas y
almacenados en sus hojas, tallos y raices, contribuyendo asi a mejorar la calidad del agua. Sin
embargo, la capacidad de los humedales para tratar sedimentos y nutrientes es limitada y cuando
el agua se enriquecen artificialmente con aguas residuales como en el caso del humedal Choc
Choc, ocurre un proceso llamado eutrofizacién. Provocando crecimientos masivos de algas que
privan a las plantas y animales acuaticos de oxigeno y luz, llegando a aniquilar el ecosistema
original del humedal. Si bien los humedales, tanto naturales como artificiales, pueden contribuir
a reducir los efectos de la eutrofizacion, debe prestarse mayor atenciéon al control de la
contaminacion en el origen (Secretaria de la convencion Ramsar, s.f.).

Paredes (2010), sefala que: evidencid la existencia de una sucesién progresiva de la destruccion
del borde de los humedales, por la basura domiciliaria que es arrojada alli, creando un incentivo
para el resto de la poblacién, que continua con la acumulacion de residuos. Cuando el sector se
establece como basural clandestino, no pasa mucho tiempo para que cascotes de concreto y
restos de construcciones de vivienda sean arrojados para rellenar el lugar con desechos y
cuando un sector se rellena por este proceso clandestino existen dos posibilidades: que sea
invadido por especies exdticas vegetales y que se utilice para la construccion de manera legal o
ilegal, entonces esta es la etapa final de la ocupacion del humedal, lo que crea un nuevo limite
provocando que el ecosistema desaparezca por completo. En las lagunas del humedal Choc
Choc no solo se rellena con residuos de construccién y demolicién el borde sino también el
interior, causando destruccion de la flora, fauna terrestre y acuética.

La evaluacion de la calidad del agua muestra que existe alteracion de los habitats acuaticos (Ver
Tabla 2), segun Abarca (s.f.), la alta concentracién de materia organica afecta negativamente los
niveles de oxigeno disuelto en el agua, y si cae por debajo de 5.0 mg/L la vida acuatica corre
riesgo, a niveles menores a 2.0 mg/L peces e invertebrados sufren mortandad porque el agua
alcanzo virtualmente anoxia. Los resultados de la investigacion (Oxigeno Disuelto igual 0),
apoyan esta afirmacion en las lagunas muestreadas no se observa peces, tampoco flora acuatica
debido a la falta de oxigeno.

Asimismo, Gattenléhner (2004); sefiala que: las plantas acuéaticas que viven dentro del agua y
las plantas emergentes que se instalan en los bordes ofrecen informacion valiosa del estado de
conservacion de los ecosistemas acuéticos. En el caso del humedal Choc Choc, las plantas
emergentes de mayor tamafio son las ineas (Typha angustifolia), este tipo de planta crece en
zonas donde la permanencia del agua es mayor y no solo tolera la contaminacién de las aguas
sino que crecen mas robustas y abundantes cuando los ecosistemas se contaminan
(Gattenlohner, 2004). La eutrofizacion produce de manera general un incremento de la biomasa
y empobrecimiento de la diversidad biolégica, la afirmacion anterior explica las pocas especies
de flora encontradas dentro de las lagunas, donde Typha angustifolia es la especie dominante
ocupando 89% (Laguna A) y 57% (Laguna B) del area respectivamente

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es uno de los indicadores mas importantes en la
medicion de la contaminacién en aguas residuales (Raffo y Ruiz, 2014) y segun Abarca (s.f.), el
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resultado DBO mayor de 30 mg/L, significa que el agua estd contaminada con descargas de
agua principalmente de origen municipal, los datos obtenidos (31,17 mg/L) de la muestra
analizada corroboran la afirmacién. La materia organica requiere oxigeno para ser degradada y
a su vez el alto contenido organico favorece la proliferacién de bacterias y hongos, como
consecuencia el oxigeno utilizado para la oxidacion de la materia organica, consume el oxigeno
utilizado para el desarrollo de la flora y fauna acuatica, algunos de los efectos en el ecosistema
son: cambio en la calidad del agua, posible elevacién del pH, desaparicion de peces y plantas
(Raffo y Ruiz, 2014).

Las familias Ardeidae, Scolopacidae y Laridae son las predominantes en el humedal Choc Choc,
coincidiendo con lo reportado por lannacone et al., (2010), en donde menciona que estas familias
son caracteristicas de los humedales costeros del Neotrépico. Se reportan 9 especies migratorias
boreales y una migratoria altitudinal, este bajo nimero probablemente se deba a que esta
investigacién no se llevd a cabo en época de migracion, y también a la pérdida del habitat, que
trae como consecuencia que las aves se desplacen a otros ambientes en busca de alimento y
refugio.

La gran mayoria de especies de las familias Scolopacidae y Charadriidae dependen de una
cadena de ambientes acuaticos altamente productivos para alimentarse y descansar, y de esta
manera completan la migracién anual (Pulido, 2010), ademas durante los avistamientos se
observé a Plegadys ridgwayi; especie migratoria altitudinal. Los resultados reportan que el
78,57% son aves residentes, que tiene relacion con preferencias y caracteristicas de la
vegetacion circundante (Pronaturaleza, 2010)- Es de necesidad vital proteger este ecosistema
porque es el lugar de descanso de las aves migratorias y donde las especies residentes
encuentran alimento y cobijo a pesar de encontrarse el ambiente muy deteriorado, es urgente
iniciar su proceso de recuperacion. Las autoridades del Municipio de Moche deben implementar
una Agenda Local 21 con planes y acciones concretas para conseguir que este distrito tenga un
desarrollo econdémico viable, socialmente beneficioso y ambientalmente responsable.

La importancia y a su vez fragilidad de los humedales no ha sido adecuadamente reconocida por
parte de 6rganos de decisién, comunidades locales, sector empresarial y ciudadano, y por ello
no se ha puesto suficiente énfasis en su conservacion. Las deficientes politicas publicas de
conservacion y numerosas actividades antrépicas estan contribuyendo al deterioro del humedal
Choc Choc. En consecuencia, es necesario disefiar programas de conservacion y manejo de
estos ecosistemas costeros, su biodiversidad y de los servicios ecosistémicos gue proporcionan
a la sociedad.

5. CONCLUSIONES

Los factores influyentes inducidos por la accién humana en el entorno y dentro del ecosistema
son: actividad agricola, ganaderia, materia organica en descomposicion, procesos de
urbanizacion, relleno, sedimentacion, vertimiento de aguas residuales, vertimiento de residuos
sélidos y afectacion de la estructura del suelo.

Los problemas generados en el humedal como consecuencia de la accion de los factores antes
mencionados son: contaminacion hidrica, desecacion del humedal, desaparicion de especies
pioneras, erosion del suelo, procesos de eutrofizacidn, proliferacion de especies oportunistas,
alteracién de los ciclos biolégicos, anoxia en las lagunas, fragmentacién del habitat; todos los
cambios generados son negativos porque ocasionan la pérdida de la biodiversidad y afectan la
calidad de los hébitats.

Impactos ambientales causados en las lagunas del humedal Choc Choc: Mala calidad del agua,
pérdida de flora, biodiversidad y espejo de agua.
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Los parametros utilizados para medir la calidad del agua de las lagunas comparado con los
estandares de calidad son diferentes y demuestran el estado de degradacion en el que se
encuentra el humedal.

La avifauna se ve afectada a consecuencia de los problemas generados por la desecacion del
humedal y la disminucién de los espejos de agua
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ANEXOS:

Fig. 2. Imperata brasiliensis, sembrada por los pobladores para alimentar al ganado vacuno, al

fondo se puede observar la especie Schoenoplectus sp. “totora”, y el espejo de agua en la

Laguna A

Fig. 3. Espejo de agua en la laguna B
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Fig. 5. Gallinula galeata “gallineta americana” Laguna A
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Fig. 6. Patos y garzas Laguna B

Fig. 7. Charadrius vociferus “chorlito gritdon” Laguna B
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RESUMEN
Para determinar la dosis letal media (DLso) en condiciones de laboratorio de los extractos de Paullinia clavigera
y Solanum mammosum en la mortalidad de afidos, se aplicaron los tratamientos: T, (a:b1-S. mammosum 25
%), T2 (a1b2=-S. mammosum 50 %), T3 (aibsz=S. mammosum 75 %), T4 (a1bs=-S. mammosum 100 %), Ts (azb1-=P.
clavigera 25 %), Te (a2b2=P. clavigera 50 %), T7 (a;bs-P. clavigera 75 %), Ts (a2bs=P. clavigera 100 %) y T (testigo);
se utilizo el disefio completo al azar con arreglo factorial, de 2 x 4 + 1 testigo adicional, con cinco repeticiones.
Para la dosis letal DLso, los resultados de mortalidad se ajustaron a los modelos probit y cubico. Se evalué:
mortalidad acumulada, nimero de poblacién de afidos vivos por tratamiento y tiempo de la aplicacidn biocida
a la muerte de los afidos. El factor dosis influencié significativamente en la mortalidad de afidos en comparacién
con el factor biocida que resulté no significativo; cuando interactuaron los factores las respuestas a la
mortalidad fueron diferentes, los tratamientos a:bs (S. mammosum 100 %), a;bs (S. clavigera 100 %) y a,bs (P.
clavigera 75 %), tuvieron mejor efecto biocida con porcentajes de mortalidad de &fidos del 100 %, 98 % y 98
% respectivamente. Se determind que para matar el 50 % de los afidos con extracto de S. mammosum se
necesité una dosis de 12.5 % y el DLs para el biocida P. clavigera fue 17.5 % de concentracion.
Palabras clave: Biocida, sacha yoco, teta de vaca, &fido, Solanum.

ABSTRACT
To determine the mean lethal dose (LDso) under laboratory conditions of the extracts of Paullinia clavigera and
Solanum mammosum in aphid mortality, treatments were applied: T, (aib; =S. mammosum 25 %), T, (a:b, =
S. mammosum 50 %), T3 (aibs =S. mammosum 75 % ), T4 ( @a1bs = S. mammosum 100 % ), Ts ( P. clavigera A;B:
=25%), Te (@b, = P. clavigera 50 % ) , T7 ( a;bs = P. clavigera 75 % ), Ts ( P. clavigera a;bs = 100 %) and To
(control); complete randomized design was used with factorial arrangement, of 2 x 4 + 1 additional control,
with five replicates each treatment and determining the DLso, mortality results are consistent with the probit
and cubic models. The parameters evaluated were: accumulative mortality of aphids, aphid population, number
of alive for treatment and time the biocide application to the death of aphids. The doses factor had a significant
influence on aphids mortality compared with the biocide factor was no significant. However, when factors
interact mortality responses were different, so the treatments aibs (S. mammosum 100 %), a,bs (S. clavigera
100 %) and a,bs (P. clavigera 75 %), they had better biocida effect biocida with mortality rates aphids 100 %, 98
%y 98 % respectively. It was determined to kill 50 % aphids with the extract of S. mammosum, it was needed a
dose of 12.5 % while the DLs, for biocida P. clavigera was 17.5 % of concentration.
Keywords: Biocide, soapberry, nipple fruit, aphid, cocona.
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1. INTRODUCCION

Las plantas han evolucionado por mas de 400 millones de afios y para contrarrestar el ataque
de los insectos han desarrollado mecanismos de proteccién como la repelencia y la accién
insecticida (Cofre, 2011; Bonifaz,

2010). Diferentes mecanismos por los cuales, por un lado, atraen a insectos que son
beneficiosos para ellas y por otro, se defienden frente al ataque producido por insectos fitéfagos
(Garcia, 2004). Estos mecanismos de defensa que presentan las plantas pueden ser de tipo
fisico o quimico, gracias a los cuales adquieren una serie de ventajas adaptativas (Boulter, 1993).
Gran parte de las reacciones de defensa quimica se reflejan en una diversidad bioquimica que
tiene muy pocos paralelos con otros grupos de organismos; la enorme diversidad fotoquimica y
el largo tiempo de evoluciéon de este metabolismo han resultado en interacciones de complejidad
creciente. En el caso de las interacciones entre plantas e insectos, por ejemplo, ciertos
compuestos con estructuras muy similares pueden ejercer actividades muy disimiles, desde
insecticidas hasta repelentes e incluso atrayentes. Tamafia evolucion de respuesta no solo
resulta fascinante desde el punto de vista bioldgico, sino que también acarrea consecuencias
econdOmicas importantes (Vivanco et al., 2005).

Se han identificado mas de 100 000 metabolitos secundarios en plantas (Bhalla et al., 2005). Con
la aparicion en la década de los cuarenta de los insecticidas sintéticos, se pens6 que los
insecticidas vegetales desaparecerian para siempre pero el problema de la contaminacién del
ambiente, los residuos en el los alimentos y la resistencia por parte de los insectos han hecho
que hoy en dia vuelvan a ser tomados en cuenta (Bonifaz, 2010). Los fitoinsecticidas son una
muy interesante alternativa de control de insectos, existen publicaciones que hacen un listado de
plantas con propiedades insecticidas, documentando hasta 2 500 especies de 247 familias
botanicas (Silva et al., 2002).

La Amazonia peruana cuenta con una gran diversidad de especies vegetales, que, entre otros
usos pueden ser utilizadas como biocidas. Estudios etnobotanicos en Ucayali, indican que el
“sacha yoco” Paullinia clavigera var. bullata Simpson, Sapindaceae para ser investigados en el
control de vectores primarios de la malaria, esencialmente (Anopheles benarrochi) y estudios
sobre efecto insecticidas de “teta de vaca” Solanum mammosum, Solanaceae, en larvas de
Prodiplosis longifila, en tomate; plantas seleccionadas como recursos botanicos con potencial
biocida. Se cree que estas plantas biocidas podrian ejercer control sobre los afidos que atacan
al cultivo de cocona, debido a que tienen sustancias toxicas como alcaloides, esteroides,
cardioténicos, saponinas, taninos (Pérez 2004; Otoya, 2014) y triterpenos, flavonoides y
quinonas (lannacone et al., 2000), con propiedades insecticidas que permite un buen control
(Cafiarte, 2000). El objetivo del presente trabajo de investigacién fue determinar la dosis letal
media (DLso) en condiciones de laboratorio de los extractos vegetales preparados con “sacha
yoco” Paullinia clavigera var. bullata Simpson y “teta de vaca” Solanum mammosum Dunal para
control de &fidos que atacan al cultivo de Solanum sessiliflorum Dunal.

2. MATERIALES y METODOS

Crianza de afidios

Se ubicaron plantas de Solanum sessiliflorum Dunal, en el campo con poblaciones de Aphis
gossypii Glove; fueron colectados individuos adultos, libres de parasitos, de una parcela de cocona
de ocho meses de edad, instalada en el Centro Experimental IIAP Huanuco, ubicada en la provincia
de Leoncio Prado, Region Huanuco. Se escogieron ocho plantas libres de A. gossypii y de otros
insectos, cuales se colocaron en una jaula cuadrada de 4 m? con 1.70 m de altura, cubierta de
malla antiafida con la finalidad de evitar el ingreso de otros insectos, a las cuales se las infect6 con
una poblacién de 10 afidos adultos. Después de 30 dias fueron colectados 450 &fidos adultos en
placas Petri y brotes de S. sessiliflorum, para la sobrevivencia de los individuos en laborator
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Material vegetal

Las hojas de P. clavigera fueron colectadas en Estacion Experimental del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP), distrito de Yarinacocha, provincia de Coronel
Portillo, departamento de Ucayali, carretera Federico Basadre Km. 12.400. 8°24’'18” S y
79°36'23” O. Los frutos de S. mammosum fueron colectados en Aucayacu, distrito de José
Crespo y Castillo, provincia de Leoncio Prado, departamento de Huénuco, Latitud: -8.93139,
Longitud: -76.1132.

Extracto botanico

Para la obtencion del extracto madre de S. mammosum se macer6 100 g de frutos frescos en un
litro de etanol al 96% durante siete dias en un frasco de vidrio &mbar, periodo en el cual se agité
diariamente el frasco por diez segundos. El filtrado se realiz6 para separar el extracto obtenido
de los residuos de materia seca. La dilucién se realizd con agua destilada. El extracto de P.
clavigera fue preparado con 100 g de biomasa (hoja molida) en una balanza y en un litro de agua
destilada. Se picaron y trituraron las hojas; para realizar el macerado con un litro de agua hervida
por un lapso 30 minutos, seguidamente se filtr6 en una tela fina, se descart6 la torta. La relacion
cuantitativa (p/v) fue de 1:10 (100 g de biomasa seca por litro de solvente). Se realizé el proceso
antes de la aplicacion a los tratamientos. Al filtrado se le agreg6 agua destilada suficiente, de los
cuales se obtuvieron los tratamientos a diferentes concentraciones (lannacone et al., 2008). Las
dosis de aplicacién se prepararon por dilucion de una solucién madre inicial de 100 ml a la cual
se le fue mezclando con agua para obtener la dosis experimental, es asi que para obtener una
dosis de 25 % de cualquiera de los biocidas se tuvo que mezclar la solucién madre con 75 ml de
agua, siguiendo este procedimiento las demas dosis (50 %, 75 % y 100 %).

Bioensayos

Para determinar la actividad insecticida, se hizo aplicaciones de los biocidas a una dosis 25%,
50%, 75% y 100%, estas se efectuaron después de haber distribuido 10 pulgones en cada placa
Petri, constituyendo cada placa una unidad experimental, se utilizé un frasco aspersor, donde se
tuvo en cuenta la uniformidad en la aplicaciébn y agitacion constante del extracto. Las
evaluaciones se realizarona 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 horas después de la aplicacion de los extractos.
Para ello los resultados se expresaron en porcentajes de mortalidad acumulada, el cual nos sirvié
para determinar la dosis letal media (DLso) con los modelos probit y cubico.

Metodologia estadistica

Los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico Infostat. Se utilizé el DCA con
arreglo factorial 2 x 4+1, con un testigo adicional, con cuatro tratamientos y seis repeticiones.
Para determinar las comparaciones entre los tratamientos en estudio se utilizé la Prueba de
Tukey (0=0.05) y para la aplicacion de los modelos matematicos se utilizé el software Microsoft
Excel.

3. RESULTADOSy DISCUSION
Mortalidad de los afidos

Los resultados obtenidos de la prueba estadistica ANOVA, para la mortandad de &fidos a cinco
horas, después de la aplicacion del extracto; el factor Biocida no presento influencia significativa
en la mortalidad de los &fidos; sin embargo, el factor Dosis si mostré influencia significativa, como
también su interaccién de Biocida-Dosis, y Factores—testigo. Por tal motivo se realiz6 la prueba
de comparaciones multiples de Tukey, con un nivel de significancia de 0.05, del cual se puede
observar en la Tabla 1. Las dosis 75% y 100% no son significativamente diferentes, al igual que
las dosis 50 % y 25%.
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Tabla 1. Prueba de comparaciones de Tukey para las dosis aplicadas de los extractos biocidas.

Dosis Medias

100% 99

75% 91

50% 82 b
25% 77 b

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (P > 0.05)
b: significancia = 0.371
a: significancia = 0.057

El analisis de comparacién mdltiple entre el factor Biocida — Dosis, presentado en la Tabla 2,
muestra que los tratamientos T4, T8 y T7, no son significativamente diferentes entre si; sin
embargo, difieren estadisticamente con los tratamientos T3, T6, T2 y T5 que son
significativamente similares entre si. Estos resultados para el factor biocida indican que P.
clavigera, con un porcentaje de mortalidad hasta un 98 % a 75 % y 100 % de concentracién del
extracto vegetal puede tener efecto biocida. Celis et al. (2008), mencionan que los principales
componentes que causan el efecto biocontrolador son metabolitos secundarios como terpenos,
lignanos, alcaloides, esteroides, utilizado como mecanismo de defensa natural por la plantas
frente al ataque microbiano o a la de predacién de insectos o animales; Dixon (2001) y Ducrout
(2005), indican que en Paullinia clavigera, presenta caracteristicas fotoquimicas de los
metabolitos secundarios con potencial biocida; al respecto lannacone et al. (2000), mencionan,
que la efectividad de los insecticidas vegetales es dependiente de la sustancia organica
empleada para su extraccion y aplicacién. Segun lannacone y Pérez (2008), sefialan que
depende de los tipos de extractos; los extractos hexanicos obtenidos de P. clavigera son
triterpenos, flavonoides, quinonas, de los extractos cloroférmicos se obtiene saponinas,
esteroides, flavonoides, cumarinas y quinonas y de los extractos hidroalcoholicos saponinas,
fenoles, flavonoides, cumarinas y quinonas; siendo los triterpenos responsables de la actividad
téxica. Cartaya y Reynaldo (2001) mencionan que algunos alcaloides son neurotoxicos a
insectos y vertebrados herbivoros. Es asi, como algunos metabolitos secundarios constituyen
una parte importante de la respuesta de la defensa de las plantas sometidas al ataque por las
plagas. Amadiola (2000), sefiala que las diferencias en la toxicidad de diferentes extractos
pudieran deberse a la solubilidad de sus compuestos activos en los solventes 0 a la presencia
de inhibidores activos en los solventes o de inhibidores de principios insecticidas. S. mammosum
tiene un mayor porcentaje de mortalidad, se cree que es debido a su composicién y modo de
accion biocida ya que contiene taninos, saponoides, glicosidos cardiotonicos y saponinicos,
esteroides, triterpenos y sesquiterpenlactona (Hernandez et al., 1997); ademas, en el fruto
contiene alcaloides esteroidales como solamargina y tomatina, asevarando una correlacion de la
toxicidad con el tipo de aglicona enlazado en la estructura alcaloidal (Alzerreca et al., 1981). S.
mammosum, utilizado con disolventes como hexano, present6 diferencias de poca magnitud con
el testigo para el control de Radopholus similis, baja mortalidad con el uso de metanol en intervalo
de evaluacién de 24, 48 y 72 horas; se consider6 el disolvente con mayor potencial para
compuesto nematicidas causando mortandad en todos los intervalos de evaluacién de hasta un
76 % y concluyendo que lo compuestos extraidos, fueron coumarinas, flavonoides y
sesquiterpenlactonas con efecto biocidas, de S. mammosum (LOpez, 2010). Resultados
obtenidos en otros estudios indican la presencia de carbohidratos, compuestos fendlicos,
esteroides y alcaloides (Barahona y Guevara, 2007, Pino, Sanchez y Rojas 2013); entre los tipos
de alcaloides encontrados en esta especie estan los alcaloides esteroidales (solasodina) y
glucoalcaloide (Solanina). Estos alcaloides de naturaleza tretraciclica cuaternarios o terciarios
son antifingicos (Castillo et al., 2010); sin embargo, la solanina es un glucésido alcaloide muy
téxico que incluso en pequefas cantidades, posee propiedades flngicas y pesticidas, lo cual es
una de las defensas naturales de la planta (Sepulveda et al., 2003).
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Tabla 2. Comparacion de medias (Duncan a = 0.05) del porcentaje acumulado de
mortalidad de afidos a las 5 horas después de la aplicacion de los tratamientos.

Cdédigo Clave Tratamiento (aplicacién) Mortalidad (%) Significancia
Ta aibs  Solanum mammosum 100% 100 a
Ts azba Paullinia clavigera 100% 98 a
T7 azbs Paullinia clavigera 75% 98 a
Ts aibs  Solanum mammosum 75% 84 b
Te azb2 Paullinia clavigera 50% 84 b
T2 aitb2  Solanum mammosum 50% 80 b
T1 aibs  Solanum mammosum 25% 80 b
Ts azba Paullinia clavigera 25% 74 b

Evolucion de la mortalidad de los afidos

La tendencia de la mortalidad obtenida con los extractos de Paullinia clavigera y Solanum
mammosum a 100 %, 75 %, 50 % y 25 % se presenta en la Figura 1, respectivamente. La
regresién con mejor ajuste en todos los casos fue polinomial de segundo grado, debido a que los
biocidas tienen porcentajes de mortalidad crecientes formando una curva de mortalidad, ajustes
polinémicos similares fueron obtenidos por Lizana (2005), cuando prob6 la eficiencia biocida de
Melia azedarach L. sobre Anastrepha striata Schiner. En esta figura se observa que las
mortalidades de los afidos con los extractos en sus diferentes concentraciones son similares, asi
mismo se ve que algunos tratamientos llegan a producir la muerte de los &fidos gradualmente
hasta las cinco horas, donde se presentdé mayor mortalidad, después de la aplicacion de los
tratamientos, posteriormente hasta las ocho horas evaluada el testigo no presento mortalidad.
Esta accibn insecticida, se deberia a una respuesta defensa de los biocidas, tanto espacial como
temporalmente para una contencion rapida del patdégeno, conocida como respuesta sistémica
(Sepulveda et al., 2003). La mortalidad de afidos con S. mammosum al 100% resulta mejor y
evidente para todas las evaluaciones en comparacion con las demas dosis de aplicacion,
mientras P. clavigera al 100 % resulta tener el mismo comportamiento con P. clavigera al 75 %
al final de la evaluacién. Por lo que se podria recomendar P. clavigera al 75 % para el control de
afidos, puesto que tiene el mismo efecto, sin embargo, un analisis econémico de los tratamientos
en prueba seria mas conveniente en la hora de realizar una recomendacion.
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Figura 1. Evolucidon de la mortalidad de afidos con extractos de Paullina clavigera (a) y

Solanum mammosum (b) a diferentes concentraciones.
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Dosis leta

Los resultados del ajuste al modelo probit y clbico para determinar la DLso del extracto de S.
mammosum se presentan en la Figura 2, se aprecia que el modelo cubico (R?=0.99) se ajusta
mas a la curva de tendencia de mortalidad que el modelo probit (R?=0.95). Es decir, el modelo
lica mejor la mortalidad de afidos debido a que hay un buen grado de asociacion entre
por lo que la ecuacién construida tiene una confiabilidad de del 99% para realizar
es y predicciones este resultado es corroborado por Carmona-Hernandez, et al
en menciona que los modelos no lineales explican mejor los fendmenos bioldgicos en

cubico exp
los datos,
estimacion
(2014), qui

| media
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Figura 2. Proporcion observada de muertes de afidos segln dosis crecientes de Solanum

mammosum (a) y Paullinia clavigera (b) y modelo probit ajustado.
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Asi mismo, se observa la DLso para el modelo probit y cibico es de 27 y 12.5 % respectivamente,
lo que quiere decir que para matar el 50 % de los individuos tratados en el experimento, se
necesita aplicar extracto de S. mammosum al 27 % cuando se utiliza el modelo probit y cuando
se utiliza el modelo cubico es tan solo de 12.5 %.

Si comparamos el efecto biocida de P. clavigera y S. mammosum utilizando el modelo probit
basados en el DLso resulta que no hay mucha diferencia significativa puesto que tienen 26 % y
27 % respectivamente, mientras si la comparacion se hace utilizando el modelo cubico hay
diferencias significativas, debido a que para matar el 50 % de los individuos de la muestra se
necesita utilizar extracto de P. clavigera (17.5%) a una concentracién mayor que S. mammaosum
(12.5 %), estos resultados hacen que el modelo cubico sea méas confiable ademés tiene un
coeficiente de correlacién mayor que el modelo probit para ambos extractos. Sin embargo, si
analizamos las respuestas (mortalidad) de la curva cubica de la Figura 2a, indican que para matar
85 % de afidos se debe utilizar una dosis de 50 % del extracto de S. mammosum, mientras que
para matar un 77 % de afidos se necesita un 75 % de concentracion del extracto, es decir que a
mayor dosis menor mortalidad de afidos lo que seria incorrecto, por lo que el modelo se hace
menos confiable al haber puntos de concavidad a lo largo de la curva. Este hecho es corroborado
por Capra (2002), quien menciona que las ecuaciones no lineales sélo eran planteadas
ocasionalmente, debido a que eran demasiado complejas y eran reemplazadas por
aproximaciones lineales lo que ha conllevado a errores permanentes al creerse que los
fendmenos naturales podrian ser descritos por ecuaciones lineales. Por otro lado, el modelo
probit (Figuras 2b y 3), sigue un patrén creciente, es decir que a mayor dosis hay mayor
mortalidad afidos debido a que no hay puntos de concavidad, dando como resultado coeficientes
positivos, sin embargo el modelo no es confiable cuando se trata de estimar el DLso pero se
vuelve mas confiable al incrementar la dosis de aplicacion, coincidiendo con Casanoves et al.
(2010), quienes mencionan que el analisis probit es el que mas se ajusta para ensayos de
plaguicidas, siempre que las dosis sean crecientes, por lo que el modelo en general es aceptable
ademas los coeficientes de regresion son significativos.
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Figura 3. Proporcién observada de muertes de &fidos segun dosis crecientes de Paullinia
clavigera y modelo cubico ajustado.
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Por todo lo mencionado, el modelo cubico resulta mejor para calcular la dosis letal media, donde
para matar el 50 % de los afidos con extracto de S. mammosum se necesita una dosis de 12.5
%, mientras el DLso para el biocida P. clavigera es 17.5 % de concentracion, resultando mas
toxico el extracto de S. mammosum, este hecho coincide con Villalobos (1996) y Rodriguez
(1997), quienes mencionan que mientras menor es la DLso, mayor es la toxicidad del producto.

4, CONCLUSIONES

Los tratamientos aibs (Solanum mammosum 100 %), azb4 (Paullinia clavigera 100 %) y azbs (P.
clavigera 75 %), tuvieron mejor efecto biocida con porcentajes de mortalidad de afidos del 100,
98 y 98 % respectivamente, mientras que en los demas tratamientos los porcentajes de
mortalidad fluctian desde 84 % en el tratamiento aibs (S. mammosum 75 %), hasta 74 % en el
tratamiento azbi (P. clavigera 25 %).

Para matar el 50 de los afidos con extracto de S. mammosum se necesita una dosis de 12.5 %,
mientras el DLso para el biocida P. clavigera es 17.5% de concentracion.

El factor dosis tuvo una influencia significativa en la mortalidad de &fidos en comparacion con el
factor biocida que resulté no significativo. Sin embargo, cuando interactian los factores las
respuestas a la mortalidad son diferentes.
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RESUMEN

Prosopis pallida (Willd.) Kunth, es el principal simbolo de los bosques secos del norte del Peru,
catalogandose como especie de importancia ecolégica, al contribuir con el crecimiento y desarrollo de
especies autoctonas de animales. Sin embargo, por su importancia econdmica constituye ser una
especie amenazada al obtenerse lefia que es comercializada por los pobladores aledafios. Siendo
necesario la obtencion de protocolos de propagacion que permitan la produccion masiva de plantulas
con fines de reforestacion, siendo la propagacion in vitro una buena alternativa. Ante ello se propuso
como objetivo determinar el efecto de la 6- Bencilaminopurina y del medio de cultivo MS (1962), en el
establecimiento in vitro de P. pallida (Willd.) Kunth. El trabajo experimental se desarrollé en el
Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de papa y Cultivos Andinos. Donde se preparé diferentes
concentraciones de medio de cultivo MS (1962), suplementado con diferentes concentraciones de 6-
Bencilaminopurina. Se aplic6 un disefio de bloques completos al azar. Se concluye que T4, constituido
por 1/2 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente a longitud, mientras que T7, constituido
por un 1/3 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente al nUmero de raices de P. pallida
(Willd.) Kunth.

Palabras claves: Establecimiento in vitro, Prosopis pallida, 6- Bencilaminopurina.

ABSTRACT

Prosopis pallida (Willd.) Kunth, is the main symbol of dry forests in northern Peru, being classified as
a species of ecological importance, contributing to the growth and development of native species of
animals. However, due to its economic importance, it constitutes a threatened species when obtaining
firewood that is commercialized by the surrounding inhabitants. It is necessary to obtain propagation
protocols that allow the mass production of seedlings for reforestation purposes, with in vitro
propagation being a good alternative. In view of this, it was proposed to determine the effect of 6-
benzylaminopurine and the MS culture medium (1962), in the in vitro establishment of P. pallida (Willd.)
Kunth.The experimental work was developed in the Biotechnology Laboratory of the Andean Potato
and Crops Institute. Where different concentrations of MS culture medium (1962) were prepared,
supplemented with different concentrations of 6- benzylaminopurine. A randomized complete block
design was applied. It is concluded that T4, consisting of 1/2 MS (1962) and 0.00 ppm BAP is the best
in terms of length, while T7, consisting of 1/3 MS (1962) and 0.00 ppm BAP is the best in concerning
the number of roots of P. pallida (Willd.) Kunth.

Keywords: In vitro establishment, Prosopis pallida, 6- Benzylaminopurine.
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1. INTRODUCCION

Prosopis pallida (Willd.) Kunth “algarrobo” pertenece a la familia Fabaceae (Trdpicos, 2019), es
un arbol perennifolio de hasta 20 metros de altura y es el simbolo principal de los bosques secos
del norte del Perl. Representa una gran importancia econémica para la regiéon puesto que su
madera es empleada para la construccion y combustible, mientras que sus frutos son utilizados
para la elaboracion de algarrobina, harina de algarrobo, entre otros productos (Dostert et al.,
2012; MINAM, 2011; Rivera, 2018). Por otro lado desempefa un rol importante en los
ecosistemas, ya que por ser una leguminosa cuenta con el potencial de recuperar la fertilidad y
productividad de los suelos (Aguilera, 2014; Rivera, 2018).

Los métodos de propagacion de P. pallida (Willd.) Kunth, son sexual por semillas y asexual por
esquejes. Las semillas necesitan un tratamiento pre-germinativo conocido como escarificacion
(Galera, 2000). Por otro lado la germinacién es baja, lo que denota las limitaciones de este
proceso para su propagacion masiva (Zarate et al., 1997). Mientras que la propagacién por
esquejes es muy ineficiente, por las dificultades del desarrollo del sistema radicular. Siendo la
técnica de micropropagacion in vitro una interesante alternativa para la propagacion asexual de
la especie, por su alta tasa de multiplicacion (Caravia, 2013).

La micropropagacion in vitro garantiza la obtencién de plantas de manera rapida, libre de
patégenos y en numerosas cantidades, esto contribuye con la pronta recuperacién de un
ecosistema forestal (Farjon, 2013). Es importante resaltar que es importante el empleo de plantas
madres en buen estado sanitario, para reducir la incidencia de microorganismos patégenos y asi
obtener una respuesta inmediata del explante. Los tejidos vegetales a cultivar deben proceder
de plantas tiernas, para reducir la carga viral y lograr la homogeneidad necesaria en las plantulas
in vitro (Cantillo et al., 2011; De Feria et al., 2008). Un medio de cultivo es la combinacion de
nutrientes y agua, que puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento (Ponce,
2014). Los requerimientos nutritivos para un cultivo in vitro varian con el genotipo de la especie
(Martinez et al., 2015; Rivera, 2018). El medio MS (1962), es cominmente empleado en los
cultivos de tejidos vegetales (Jaramillo, 2008). EI medio MS es considerado rico en sales, pues
contiene altas concentraciones de iones amonio, nitrato y cloro. Sin embargo, contiene bajas
concentraciones de Ca, PO4, Mg+ y Cu++ Generalmente el cultivo in vitro de plantas lefiosas,
requiere medios con menor cantidad de sales minerales. Sin embargo, el medio MS (1962),
podria ser efectivo a una mayor diluciéon (Cassells & Curry, 2001; Martinez et al., 2015; Lloyd &
McCown, 1981; McCown, 1981).

Los medios de cultivo son suplementados con reguladores de crecimiento, como las auxinas y
giberelinas. Las Citoquininas son empleadas para inducir el crecimiento de brotes en muchas
especies de plantas, ya que se encargan de promover la division celular y promover la expansion
celular (Zéarate et al., 1997; Ascén & Talon, 2013; Boeri, 2015; Roca & Mroginski 1991). Siendo
la 6- Bencilaminopurina (BAP), una citoquinina cuya composicion quimica deriva de la adenina.
Cuya funcion es promover el crecimiento, division y elongacion de las células. Ademas de
promover la germinacion y de regular el crecimiento de las raices e inhibir el proceso de
envejecimiento de las hojas (Basail et al., 2015; Cotelo, 2016; Taiz & Ziegler, 2014). Ante la
necesidad de mayor conocimiento en esta area, se propuso como objetivo determinar el efecto
de la 6- Bencilaminopurina y del medio de cultivo MS (1962), en el establecimiento in vitro de P.
pallida (Willd.) Kunth.
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2. MATERIAL Y METODOS
Colectay registro de la especie

La planta P. pallida (Willd.) Kunth, provino del jardin botanico de la Universidad Nacional de
Trujillo (UNT), en el distrito de Trujillo, provincia de Trujillo, departamento de la Libertad. Se
seleccionaron los frutos (vainas) del algarrobo, las cuales fueron colocadas en bolsas
previamente etiquetadas y trasportadas a Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y
Cultivos Andinos. Una rama florifera fue depositada en el Herbario Truxillense (HUT) con cédigo
59728.

Seleccion de semillas y escarificacion

De los frutos (vainas) seleccionados, se obtuvieron semillas. Se seleccionaron 800 semillas de
P. pallida (Willd.) Kunth, las cuales se sumergieron en agua de cafio, dejdndolas por 24h. Pasado
dicho periodo de tiempo se descart6 las semillas hinchadas, quedandonos con las semillas con
el epicarpio intacto. Se escarificd por el método mecénico, empleando una lija nimero 250,
produciendo una ligera abrasion a nivel del epicarpio de la semilla. Las semillas escarificadas
fueron colocadas en un recipiente con agua por 72 h, hasta observar la emergencia de la
radicula.

Preparacion del sustrato y siembra en sustrato

En un balde se preparo el sustrato que consistié en una mezcla de arena fina y humus de lombriz,
en proporcién 1:1. Posteriormente en cada celda del germinador se colocé el substrato, dejando
un espacio de 1cm para colocar la semilla, sembrandose en total 500 semillas. A partir del tercer
dia, se registré la emergencia de las plantulas.

Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 el medio de cultivo, empleando diferentes concentraciones de MS (1962) y de 6-
Bencilaminopurina (Tablal). Una vez preparado los medios de cultivo, estos fueron autoclavados
a 120°C y a 1 atm de presién por 20 minutos. Se aplico un disefio de bloque completo al azar
con tres repeticiones, nueve tratamientos y ocho unidades muéstrales por tratamiento

Siembra de explantes

Se emplearon explantes de P. pallida (Willd.) Kunth, a los cinco dias de germinacién. Estos
fueron colocados en un vaso de precipitacion de 250 ml que contenia agua de cafo para retirar
los residuos de arena. Se prepar6 hipoclorito de sodio a una concentracion de 2% y alcohol de
70°.Luego, se desinfesto la cAmara de flujo laminar con hipoclorito de sodio, ademas de encender
2 mecheros. Los explantes fueron lavados con alcohol al 70° por 30 segundos, seguido de cinco
enjuagados con agua destilada estéril. Luego fueron lavados con hipoclorito de sodio al 2% por
dos minutos, seguido de 5 enjuagues con agua destilada estéril. Finalmente se procedi6é a
sembrar los brotes en sus respectivos medios de cultivo. Para finalmente transportarlos al cuarto
de incubacién, con un fotoperiodo de 16-8 horas luz oscuridad, 18 °C de temperatura y humedad
relativa de 85%.

Evaluacion y analisis estadistico
Se observaé la evolucién de los explantes hasta la evaluacién final, la cual se realizé a los 15 dias,
después del establecimiento in vitro. Con una pinza curva punta fina se extrajo la plantula de

cada frasco y con la ayuda de una hoja milimetrada se midi6 la longitud de plantula y de raiz,
ademas de contabilizarse el nimero de raices. Para determinar la significancia estadistica de los
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tratamientos, se empleé la prueba estadistica del analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey, ademas de determinar el error estandar y el coeficiente de correlacion.

3. RESULTADOS

En el analisis de varianza de la longitud de las plantulas de P. pallida (Willd.) Kunth “algarrobo”,
se evidencié diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2). La Tabla 3, ilustra los
resultados de la prueba de Tukey (a= 0.05), indicando la presencia de dos grupos homogéneos.
El primer grupo esta conformado por los tratamientos T8, T3, T9, T6, T7, T2 y T5, el segundo
grupo lo conforma los tratamientos T7, T2, T5, T1, y T4. Los intervalos de las medias del grupo
uno es de 0.26 a 0.47 cm y del grupo dos es de 0.36 a 0.55 cm. La Figura 3, ilustra el grafico de
barras de la prueba de Tukey (o= 0.05), para la variable longitud de la plantula. EI grupo
homogéneo con mayor media para la longitud de plantula, estuvo conformado por lo tratamientos
T7, T2, T5, Tl y T4, observandose que el tratamiento T4 es el que mayor media referente a la
longitud de plantula.

Para el analisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de P. pallida (Willd.) Kunth
“algarrobo”, se encontr6 diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4). Indicandose la
presencia de tres grupos homogéneos (Tabla 5), el primer grupo estd conformado por los
tratamientos T3, T2, T9, T6, T5 y T8, el segundo grupo lo conforma el tratamiento T1 y el tercer
grupo esta formado por los tratamientos T4 yT7. Las medias del grupo uno es de cero y del grupo
dos es de 1.13 cm mientras que el grupo tres presenta un intervalo entre 2.29 a 2.46 cm. La
Figura 4, ilustra el grafico de barras de la prueba de Tukey (o= 0.05), para la variable nimero de
raices. El grupo homogéneo con mayor media para el numero de raices estuvo conformado por
los tratamientos T4 y T7, si bien es cierto que el tratamiento T7 no es estadisticamente diferentes
dentro del grupo tres, pero presento una diferencia significativa con respecto del resto.

Para el analisis de varianza en la longitud de las raices de las plantulas de P. pallida (Willd.)
Kunth “algarrobo”, se encontré diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6). Mientras que
la Tabla 7, ilustra los resultados de la prueba de Tukey (a = 0.05), indicando la presencia de dos
grupos homogéneos. El primer grupo esta conformado por los tratamientos T5, T6, T8, T2, T3, y
T9y el segundo grupo lo conforma los tratamientos T1, T7 y T4. Los intervalos de las medias del
grupo uno es igual a cero y del grupo dos es de 0.07 a 0.12 cm. Mientras que la Figura 5, ilustra
el grafico de barras de la prueba de Tukey (a= 0.05). El grupo homogéneo con mayor media para
la longitud de raiz de las plantulas estuvo conformado por los tratamientos T1, T7 y T4. Si bien
el tratamiento T7 no es estadisticamente diferentes entre el grupo dos, pero si presenta diferencia
significativa con respecto a los tratamientos del grupo uno.
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Tabla 1. Tratamientos

resultantes de

la combinaciéon de

las concentraciones del

6-

Bencilaminopurina de 0.00; 0.25 y 0.50 ppm y del medio basal MS(1962) al 1, al 1/2 y al 1/3,

realizado en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y Cultivos Andinos-UNT.

Tratamiento Concentracion MS BAP (50 Agar (9) Sacarosa(g)
(10X ml) ppm ml)
T1 1 MS; 0 BAP 5 0 0.4 1.5
T2 1 MS; 0.25 BAP 5 0.25 0.4 1.5
T3 1 MS; 0.5 BAP 5 0.5 0.4 1.5
T4 Y% MS; 0 BAP 25 0 0.4 1.5
T5 ¥ MS; 0.25 BAP 25 0.25 0.4 1.5
T6 % MS; 0.5 BAP 25 0.5 0.4 1.5
T7 1/3 MS; 0 BAP 1.7 0 0.4 1.5
T8 1/3 MS; 0.25 BAP 17 0.25 0.4 1.5
T9 1/3 MS; 0.5 BAP 1.7 0.5 0.4 1.5

Tabla 2. Andlisis de varianza para la longitud de plantula en el establecimento in vitro de Prosopis

pallida (Willd.) Kunth.

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 255 8 0.32 5.29 <0.0001
Tratamientos 2.55 8 0.32 5.29 <0.0001
Error 12.48 207 0.06
Total 15.04 215
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Tabla 3. Test de Tukey de la longitud de plantula en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida

(Willd.) Kunth.
Tratamientos Medias n E.E Grupol  Grupo 2
T8 0.26 24 0.05 A
T3 0.26 24 0.05 A
T9 0.27 24 0.05 A
T6 0.30 24 0.05 A
T7 0.36 24 0.05 A B
T2 0.41 24 0.05 A B
T5 0.47 24 0.05 A B
T1 0.53 24 0.05 B
T4 0.55 24 0.05 B
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Figura 1. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable longitud de plantula en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Tabla 4. Andlisis de varianza del nimero de raices en el establecimiento in vitro de Prosopis
pallida (Willd.) Kunth.

F.V SC al CM F P-valor
Modelo 209.42 8 26.18 24.24 <0.0001
Tratamientos 209.42 8 26.18 24.24 <0.0001
Error 223.54 207 1.08
Total 432.96 215

Tabla 5. Test de Tukey del numero de raices en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida
(Willd.) Kunth.

Tratamientos Medias n E.E Grupol Grupo2  Grupo 3
T3 0.00 24 0.21 A
T2 0.00 24 0.21 A
T9 0.00 24 0.21 A
T6 0.00 24 0.21 A
T5 0.00 24 0.21 A
T8 0.00 24 0.21 A
T1 1.13 24 0.21 B
T4 2.29 24 0.21 C
T7 2.46 24 0.21 C
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Figura 2. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable nimero de raices en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Tabla 6. Analisis de varianza de la longitud de la raiz en el establecimiento in vitro de Prosopis
pallida (Willd.) Kunth.

F.Vv SC gl CM F P-valor
Modelo 0.47 8 0.06 14.33 <0.0001
Tratamientos 0.47 8 0.06 14.33 <0.0001
Error 0.84 207 0.00041

Total 131 215

Tabla 7. Test de Tukey de la longitud de raiz en el establecimiento in vitro de Prosopis pallida
(Willd.) Kunth.

Tratamientos Medias n E.E Grupol  Grupo 2
T5 0.00 24 0.01 A
T6 0.00 24 0.01 A
T8 0.00 24 0.01 A
T2 0.00 24 0.01 A
T3 0.00 24 0.01 A
T9 0.00 24 0.01 A
T1 0.07 24 0.01 B
T7 0.10 24 0.01 B
T4 0.12 24 0.01 B
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Figura 3. Grafica de barras para el test de Tukey de la variable longitud de raiz en el
establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth.
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Figura 6. Evaluacion del efecto de la 6- Bencilaminopurina y del médio de cultivo MS (1962) en
el establecimiento in vitro de Prosopis pallida (Willd.) Kunth. A) llustracién del disefio
experimental y B). Plantula de Prosopis pallida (Willd.) Kunth. A los 15 dias de siembra.

4. DISCUSION

El analisis de varianza para la longitud de la plantula en el establecimiento in vitro de P. pallida
(Willd.) Kunth, presenta diferencias significativas para las diferentes concentraciones del 6-
Bencilaminopurina y del medio MS (1962), esto es indicador del notable efecto de la fitohormona
y del medio de cultivo en la longitud de plantula, mientras que la prueba de Tukey identifico que
T4 es el mejor, al obtenerse la mayor longitud de plantula. Estos resultados concuerdan con las
investigaciones de Rivera (2018) y Caravia (2013), quienes sostienen que para la propagacién
in vitro de plantas lefiosas y recalcitrantes como es el caso de Prosopis pallida (Willd.) Kunth, es
mejor usar la mitad de las concentraciones del medio MS (1962), debido a que las altas
concentraciones de iones amonio, nitrato, cloruro molibdato generan toxicidad en las plantulas
de P. pallida (Willd.) Kunth (Martinez et al., 2015; Zegarra, 2014; Rivera, 2018). Por otro lado,
Rivera (2018), sostiene que solo con MS (1962) es posible la propagacion in vitro de P. pallida,
debido a la presencia de auxinas en las yemas apicales.

En el andlisis de varianza para el nimero de raices de las plantulas en el establecimiento in vitro
de P. pallida (Willd.) “algarrobo” (Tabla 4), present6 diferencias significativas. Sin embargo, la
prueba de Tukey (a = 0.05), indic6 que el tratamiento T7, es el mejor. Se obtuvo mayor nimero
de raices en los tratamientos T1, T4 y T7 (Tabla 5 y Figura 4), debido a que no se les adicion6
la 6-bencilaminopurina, cuya funcién es promover la divisién celular, retardando el crecimiento
de raices. Por lo tanto, el uso de MS a 1, ¥z y 1/3 resultan favorables para el nimero de raices
sin adicionar BAP (Caravia, 2013; Rivera, 2018)

Por otro lado, en el analisis de varianza longitud de la raiz P. pallida (Willd.) “algarrobo”, se obtuvo
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6). La prueba de Tukey (a = 0.05), demostré
que el tratamiento T4 es el mejor, comprobandose que en ausencia de la 6-bencilaminopurina
hay incremento de la longitud de raices, debido a que no se generan inhibidores en la
diferenciacion, formacion y elongacién de las raices. Antecedentes han demostrado que el medio
de cultivo MS (1962), al 2 y al V5 presentan resultados favorables para este factor, sin necesidad
de afadir fitorreguladores. Sin embargo, diversas investigaciones han demostrado mejores
resultados en la longitud de raices, se obtienen empleando bajas concentraciones de la auxina
IBA el cual es catalogado como el enraizante por excelencia (Botti, 1992; Caravia, 2013).
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5.

CONCLUSIONES

Se concluye que T4, constituido por 1/2 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo referente a
longitud, mientras que T7, constituido por un 1/3 MS (1962) y 0.00 ppm BAP es el mejor en lo
referente al nUmero de raices de P. pallida (Willd.) Kunth.
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RESUMEN

La celulosa es el carbohidrato mas abundante en la naturaleza, y una fuente importante de carbono
utilizada como materia prima en biotecnologia para la obtencion de productos de interés econdmico
como el etanol. Los microorganismos con actividad celulolitica se encuentran en la naturaleza
asociados a los cultivos vegetales, por tanto este trabajo de investigacion tuvo como obijetivo aislar y
determinar la actividad celulolitica de los cultivos bacterianos obtenidos de la rizosfera de cuatro
cultivos y dos suelos eriazos del distrito de Bagua, Amazonas. Se obtuvo 124 aislamientos bacterianos
del rizoplano de Theobroma cacao, Coffea arabica, Carica papaya y Manihot esculenta y 16 cultivos
a partir de los suelos eriazos. El suelo de origen de las rizobacterias se caracteriz6 por ser de textura
franco-limosa principalmente, y pH variable entre 6.30 y 7.90. Las muestras de suelo se diluyeron en
diluciones seriadas la décimo en agua peptonada al 0.1% hasta 10° y fueron sembradas en agar
Carboximetilcelulosa (CMC) al 1% e incubadas a 35°C por 48 h. Luego se resembro en agar CMC 1%
y se seleccionaron colonias que presentaban mayores halos de hidrélisis mediante la prueba con rojo
de congo, estas colonias seleccionadas luego fueron resembradas por puntura por triplicado,
determinando su halo neto de hidrdlisis promedio de cada una de ellas, seleccionando 8 cultivos con
mayor actividad celulolitica de las cuales el 100% pertenecen a suelos rizosféricos. Es asi como se
demuestra la presencia de cultivos bacterianos con gran actividad celulolitica en los suelos rizosféricos
de los cultivos de importancia econdémica del distrito de Bagua, Amazonas.

Palabras clave: Cultivos bacterianos, actividad celulolitica, celulasas.

ABSTRACT

Cellulose is the most abundant carbohydrate in nature, and an important source of carbon used as a
raw material in biotechnology to obtain products of economic interest such as ethanol. Microorganisms
with cellulolytic activity are found in nature associated with plant crops, so this research was aimed at
isolating and determining the cellulolytic activity of bacterial cultures obtained from the rhizosphere of
four crops and two eroded soils of the Bagua district, Amazonas region. 124 bacterial isolates were
obtained from rhizoplane of the Theobroma cacao, Coffea arabica, Carica papaya and Manihot
esculenta and 16 cultures were obtained from the eroded soils. The soil of origin of the rhizobacteria
was characterized by being mainly loamy, and variable pH between 6.30 and 7.90. The soil samples
were diluted in serial dilutions the tenth in 0.1% peptonated water from 10! to 10 and seeded in 1%
carboxymethylcellulose agar (CMC) and incubated at 35 ° C for 48 h. It was then reseeded in 1% CMC
agar and colonies that had greater hydrolysis halos were selected by means of the Congo red test,
these selected colonies were then reseeded in triplicate puncture, determining their average net
hydrolysis halo of each of them, selecting 8 crops with greater cellulolytic activity of which 100% belong
to rhizospheric soils. This is how the presence of bacterial cultures with great cellulolytic activity is
demonstrated in the rhizospheric soils of economically important crops in the district of Bagua,
Amazonas region.

Keywords: Bacterial cultures, cellulolytic activity, cellulases.
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1. INTRODUCCION

Estructuralmente, la celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de glucosa unidas en
una larga cadena lineal por enlaces en los atomos de carbono 1 y 4 de la molécula de azicar.
La celulosa existe en las plantas superiores, en las algas, en muchos tipos de hongos y en los
quistes de algunos protozoarios. El polisacarido esta localizado en la pared celular donde se
encuentra como unidades submicroscépicas de forma alargada conocidas como micelas. A su
vez, estas micelas se arreglan en estructuras mas grandes, las microfibrillas, las cuales estan
suficientemente empaquetadas para prevenir la penetraciéon no soélo de enzimas sino de

pequefias moléculas semejantes al agua (Lynd et al., 2002).

La celulosa es un importante constituyente de las plantas superiores y probablemente el
compuesto organico mas abundante en la naturaleza. Debido a que gran parte de la vegetacién
que pasa a formar parte del suelo es celulosa, la descomposicion de este carbohidrato tiene una
importancia muy especial en el ciclo biolégico del carbono, consecuentemente los
microorganismos del suelo que catabolizan la hidrélisis del material vegetal (40-60% de residuos
de plantas) influencian el flujo de energia desde éste hasta la formacién de CO: y su liberacion

a la atmdsfera (Alexander, 1980; Alcivar y Vera, 2013).

Las moléculas de glucosa se unen entre si a través de los enlaces B-1,4-glucosidico, para asi
formar cadenas de longitud enorme que dan lugar a las moléculas de celulosa. Las moléculas
resultantes de la polimerizacién de la glucosa, con formula empirica (CsH100s)n, SON altamente
resistentes e insolubles en agua (Gaitan y Lara, 2007), la celulosa tiene una estructura lineal o
fibrosa donde los diversos puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo, que se establecen
entre diferentes cadenas yuxtapuestas de glucosa, dando lugar a fibras de mayores dimensiones
llamadas microfibrillas que conforman la pared celular de las células vegetales, donde este

representa aproximadamente el 50 por ciento del peso seco las plantas (Gracia, 2012).

En la hidrolisis de la celulosa es indispensable la presencia de enzimas, siendo tres las mas
destacadas:, la exo [-1,4 celobiohidrolasa, endo fB-1,4 glucanasa (B-1,4 glucano
glucanohidrolasa) y la B-1,4 glucosidasa (Zhang et al., 2006), donde la endo -1,4 glucanasa
hidroliza aleatoriamente los enlaces B-1,4 glucosidicos intramoleculares expuestos de cadenas
de celulosa para producir con ello oligosacaridos de diversas longitudes (celodextrinas), la exo
B-1,4 celobiohidrolasa cliva los extremos no reductores del sustrato produciendo unidades de
celobiosa o glucosa y por ultimo la 31,4 glucosidasa, termina el proceso hidrolitico transformando
los fragmentos de celobiosa a glucosa o quitando glucosa desde los extremos no reductores de

diminutos celoligosacéaridos (Gaitan y Lara, 2007).

Los microorganismos encargados de la degradacién de la celulosa, principal componente de la
pared celular de las plantas incluyen bacterias, hongos y actinomycetes, aerobios, anaerobios,

mesofilicos y termofilicos, los cuales cuentan con la maquinaria enzimatica necesaria para dicho
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propdsito, por tal razén, su aislamiento e identificacion representa un importante recurso para
lograr la disminucién del impacto ambiental y la generacién de un sustrato fermentable cuya
utilidad podria estar en la produccién de etanol, obtenciéon de acidos organicos, edulcorantes,

productos farmacéuticos y alimentos, entre otros (Gaitan y Lara, 2007).

Como las bacterias y hongos del suelo son los microorganismos mayormente involucrados en el
reciclaje del material vegetal, cambios en el nimero de estos pueden indicar modificaciones en
el contenido de materia organica del suelo. Cuando esto se corrobora con otros indicadores
ecoldgicos (biomasa y diversidad de especies encontradas) se obtiene informacion acerca del
estado del suelo y su productividad (Hendricks et al., 1995). Como resultado, se ha prestado gran
atencion a los organismos que participan en la descomposicion de esta sustancia (Alexander,
1980).

El mecanismo ampliamente aceptado para explicar la hidrélisis enzimatica de la celulosa
involucra la accién enzimatica de tres enzimas: la endo [(-1,4 glucanasa (B-1,4 glucano
glucanohidrolasa), la exo B-1,4 celobiohidrolasa y la -1,4 glucosidasa (Lymar, et al., 1995;
Zhang et al., 2006). La endo B- 1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces (3-1,4
glucosidicos intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa para producir oligosacaridos
de varias longitudes. La exo 3-1,4 celobiohidrolasa cliva los extremos no reductores del sustrato
generando unidades de celobiosa o glucosa y por ultimo la 8-1,4 glucosidasa, completa el
proceso hidrolitico convirtiendo los fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa
desde los extremos no reductores de pequefios celoligosacaridos (Lymar, et al., 1995; Zhang et
al., 2006).

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias, aerobios y
anaerobios, mesofilicos y termofilicos que ocupan una variedad de habitats (Aubert, 1988). Entre
los hongos celuloliticos se destacan: Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysosporium,
Fusarium solani, Penicillum funiculosum, Trichoderma koningii, Sporotrix sp., Alternaria sp.,
Geotrichum sp., Rhizoctonia sp., Trametes sp., Paecilomyces sp., Mucor sp., Cladosporium sp.,
Bulgaria sp., Chaetomium sp., Helotium sp., Aspergillus sp. Las bacterias celuloliticas mas
abundantes y conocidas son las aerobias entre las cuales se pueden citar: Cellulomonas sp.,
Microbispora bispora, Thermomonospora sp., Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Thermobifida sp. Ademas, se encuentran algunos anaerobios
como: Acetivibrio cellulolyticus, Butirivibrio sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides
succinogenes, Clostridium cellulovorans, Clostridium thermocellum, Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens (Lynd et al.,, 2002). Entre los actinomicetes se destacan:
Streptomyces drozdowiczii, Streptomyces cellulolyticus (Semedo et al., 2004; Grigorevski et al.,
2005; Li, 1997), Themomonospora curvata, Thermomonospora chromogena, Thermomonospora

alba y Thermomobifida fusca (Ramirez y Coha, 2003).
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La tasa a la cual se metaboliza la celulosa esta dada por varios factores del medio ambiente, y
los suelos que varian en sus caracteristicas fisicas y quimicas poseen marcadas diferencias en
su capacidad celulolitica. Los principales factores del medio ambiente que afectan la
transformacion son el nivel de nitrégeno disponible, la temperatura, aireacién, humedad, pH, la
presencia de otros carbohidratos y la proporcién relativa de lignina en los restos vegetales
(Alexander, 1980).

Este estudio esta orientado a aislar, seleccionar y evaluar las bacterias con mayor actividad
celulolitica autéctonos del distrito de Bagua, aislados de suelos rizosféricos de cultivos de
Theobroma cacao, Coffea arabica, Carica papaya y Manihot esculenta y dos suelos eriazos
siendo la celulosa el polisacarido mas abundante que podria ser utilizado como fuente de
carbono para la elaboracién de productos biotecnol6gicos como el etanol, biocombustibles, entre

otros.

2. MATERIAL Y METODOS

Material de estudio:

Para el aislamiento de bacterias celuloliticas, se procesé como muestras el suelo de la rizosfera
de Theobroma cacao, Coffea arabica, Carica papaya y Manihot esculenta del distrito de Bagua
y dos suelos eriazos entre los meses de agosto y octubre el afio 2018. Las muestras de suelo
rizosférico procesadas fueron obtenidas considerando en las primeras horas del dia, registrando
la temperatura media, la humedad relativa, el contenido de materia organica en suelo y el pH del
suelo. De cada parcela con las especies vegetales antes mencionadas, se seleccion6 20 plantas
al azar, y se obtuvo muestras de suelo rizosférico de 500 g cada una, a una profundidad
aproximada de 20 cm, colocandolas en bolsas plasticas de primer uso para ser codificadas con
los datos necesarios Las muestras se mantuvieron a temperatura de refrigeracion hasta su

procesamiento en el Laboratorio de Biologia y Biotecnologia de la UNIFSLB.
Aislamiento primario de microorganismos celuloliticos.

Luego de homogenizar la muestra, se pesé 10 g de suelo, cada muestra se mezcl6é con 90 ml de
agua peptonada 0.1% (p/v). Posteriormente se realizé diluciones seriadas desde 101 a 10° en
agua peptonada al 0.1% (p/v). A partir de las diluciones preparadas se realiz6 la siembra en
superficie en agar Carboximetilcelulosa (CMC) al 1% (p/v). Las placas de Petri se incubaron a
35°C por 7 dias. Transcurrido el tiempo de incubacién se adiciono rojo de congo al 1% (p/v),
como revelador a las colonias presentes en los medios, luego de quince minutos se retir6é el
exceso y se adiciond NaCl 0.1M, dejando reposar por quince minutos mas, para luego identificar

las colonias con actividad celulolitica (Teather y Wood, 1982).
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Aislamiento secundario de microorganismos celuloliticos.

A partir de los microorganismos que se obtuvieron en el aislamiento primario se realiz6 repiques
en agar CMC al 1% (p/v) de las colonias que presentaron mayor actividad celulolitica, llevando

a incubacion y revelado bajo las mismas condiciones del aislamiento primario.
Conservacion de cultivos.

Los cultivos seleccionados fueron sometidos a tincion de Gram y una vez definidas sus
caracteristicas microscépicas se procedid a obtener cultivos axénicos en agar CMC 1% (p/v). Se
llevaron a cabo suspensiones de cada cultivo puro en caldo celulosa al 1% (p/v) (composicion
igual a agar celulosa excepto agar) igualando la concentracion al tubo 1 del patrén de Mac.
Farland (3*108 cel/ml). Estas suspensiones se mezclaron con glicerol a una concentracion final
de 25% (v/v), posteriormente las suspensiones celulares fueron distribuidas en tubos eppendorf,
cada uno conteniendo un volumen de un mililitro que luego fueron almacenados a — 20°C (Poutou
etal., 1994).

3. RESULTADOS
Los resultados del estudio aislamiento y evaluacién de la actividad celulolitica de bacterias
rizosféricas del distrito de Bagua, Amazonas, mostraron la variedad de formas bacterianas

existentes en la zona con capacidad celulolitica.

Se obtuvieron 124 aislamientos bacterianos con actividad celulolitica a partir de la rizésfera de
Theobroma cacao, Coffea arabica, y Manihot esculenta y 16 aislamientos a partir de suelos
eriazos. Luego de la evaluacién de la actividad celulolitica se seleccionaron a 8 cultivos con
mayor actividad celulolitica registrando valores hasta de 6.4 mm, los cuales fueron purificados y
conservados en microtubos para su identificacién posterior.

Tabla 1. Origen, halo de hidrélisis y caracterizacién de las bacterias con mayor actividad
celulolitica aisladas

Aislamiento Origen Halo de Morfologia Respuesta ala

hidrélisis (mm) delacélula tincion de Gram
CC02 Theobroma cacao 4.8 Bacilos -
CCco7 Theobroma cacao 4.3 Bacilos -
CC13 Theobroma cacao 6.4 Bacilos +
FCO1 Coffea arabica 3.6 Bacilos +
FC12 Coffea arabica 6.2 Bacilos -
FC14 Coffea arabica 5.1 Bacilos -
PC11 Carica papaya 3.7 Bacilos -
YC12 Manihot esculenta 3.3 Bacilos -
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Figura 1. Halo de hidrdlisis de los cultivos bacterianos puros aislados de los cultivos vegetales
del distrito de Bagua, Amazonas.

4. DISCUSION

La seleccion de las bacterias celuloliticas se determiné por los halos de hidrélisis en Agar
Carboximetilcelulosa. Esta determinacién se fundamentd en la capacidad del colorante Rojo de
Congo para adherirse a la carboximetilcelulosa coloreando el medio de cultivo de un color rojo,
al ser degradado este sustrato por las enzimas celulasas éste no se adquiere y se forma un color
amarillento lo cual indica la disgregacion del polimero (Lynd et al., 2002; Malherbe y Cloete,
2002).

De los ocho aislamientos seleccionados, solo dos de ellos reaccionaron al Gram positivamente,
los demas fueron Gram negativos, lo cual concuerda con la diversidad de bacterias reportadas
en los cuales se reporta como celuloliticos a bacilos Gram negativos y Gram positivos que
podrian pertenecer a Cytophaga sp., Corynebacterium sp., Vibrio sp., Pseudomonas sp.,
Actinomycetes, Bacillus sp., Cellulomonas sp., Microbispora sp., Thermomonospora sp., los
cuales han sido reportados con actividad celulolitica (Lynd, et al., 2002, Semedo et al., 2004),
guienes aislaron diez cepas de actinomicetos en dos humedales. En el presente trabajo no es
posible poder identificar el género ni especie de las bacterias aisladas con mayor actividad

celulolitica.

Algunos estudios evidencian la ocurrencia y abundancia de microorganismos celuloliticos en su
habitat natural, en estrecho contacto con las plantas, determinado por factores fisicos, quimicos
y ambientales (Sylvia et al., 2005), lo cual concuerda con la mayor actividad celulolitica asociados

a la riz6sfera de las plantas en comparacion con los aislados bacterianos de los suelos eriazos
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del distrito de Bagua, Amazonas, determinando que la materia organica en abundancia tiene una
influencia en la microbiota de estas bacterias (Semedo et al., 2004).

La diversidad de microorganismos celuloliticos en los suelos de cultivo se debid principalmente
a la menor disponibilidad de carbono (celulosa), de nitrégeno y fésforo, que entre los elementos
que componen los sustratos son los macronutrimentos fundamentales para el desarrollo
microbiano, ademas el contenido de celulosa en los bosques y tierras de cultivo depende de la
clase de vegetacion o cultivo, de la peridiocidad del mismo y época del afio, y en los suelos
agricolas, de la incorporacién de los residuos de cosecha, practica que puede ser muy
esporadica o simplemente no efectuarse (Lymar et al., 1995).

5. CONCLUSIONES

Se aisl6 y selecciono cultivos bacterianos con gran actividad celulolitica a partir de suelos de la
rizosfera de Theobroma cacao, Coffea arabica, y Manihot esculenta cultivadas en el distrito de

Bagua, Amazonas.

No se seleccioné cultivos bacterianos con actividad celulolitica a partir de suelos eriazos del
distrito de Bagua, Amazonas.
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RESUMEN
La papa es un cultivo ancestral que cuenta con una enorme biodiversidad. Siendo las variedades
de “papa nativa de pulpa de color”, las de mayor importancia por poseer genes de resistencia a
condiciones ambientales adversar y antioxidantes que ayudan a combatir enfermedades
degenerativas e inflamaciones. La biotecnologia constituye ser una alternativa para la
conservacion de tan preciado acervo genético; ante la necesidad de conocer y evaluar el efecto
de diferentes hormonas en la propagacion in vitro de S. tuberosum L., se tom6 como objetivo
determinar su efecto sinérgico. Para ello se seleccionaron entrenudos de la variedad
“Cochacina”, para ser sembrados en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y
Cultivos Andinos. Para la propagacion in vitro se utilizé el medio MS 1962 suplementado con
diferentes concentraciones de &cido indolacético y 4cido giberélico. Se analizé el efecto de estas
concentraciones sobre los parametros altura de plantula, numero de entrenudos y de raices. El
analisis de varianza encontro diferencias significativas, concluyendo que el acido giberélico y el
acido indolacético a las concentraciones de 0.5 ppm AG3 y 0.1 ppm AlIA, ejercen efecto sinérgico
en la propagacion in vitro S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.
Palabras claves: Efecto sinérgico, Acido giberélico, Acido indolacético, in vitro, papa nativa,
pulpa de color.

ABSTRACT
The potato is an ancestral crop that has enormous biodiversity. Being the "native varieties of pulp
of color", those of greater importance for own genes of resistance to adverse environmental
conditions and antioxidants that help to combat degenerative diseases and inflammations.
Biotechnology is the alternative for the conservation of such a precious gene pool; in view of the
need to know and evaluate the effect of different hormones on the in vitro propagation of S.
tuberosum L., the synergic effect was determined. For this purpose, internodes of the variety
"Cochacina" were selected to be planted in the Biotechnology Laboratory of the Institute of Potato
and Andean Crops. For the propagation in vitro the MS 1962 medium supplemented with different
concentrations of indoleacetic acid and gibberellic acid was used. The effect of these
concentrations on seedling height parameters, number of internodes and roots was analyzed.
The analysis of variance found significant differences, concluding that gibberellic acid and
indolacetic acid at the concentration of 0.5 ppm AG3 and 0.1 ppm AlA, exert synergistic effect on
the in vitro propagation of S. tuberosum L. " native potato of color pulp "
Keywords: Synergistic effect, Gibberellic acid, indoleacetic acid, in vitro, native potato, colored

pulp.
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1. INTRODUCCION

La papa es el cuarto cultivo mas importante en el mundo luego del trigo, maiz y arroz. Siendo
China el mayor productor, con 5 millones de hectareas que representan el 22 % de la produccion
mundial. En Perd, su cultivo representa el 8% del PBI agropecuario, constituyéndose en la
actividad que genera mas ingresos para las comunidades Alto Andinas, involucrando 19
departamentos del pais (MINAGRI, 2011). El tubérculo de la papa, desde el punto de vista
alimenticio ha sido adaptado, incorporado y asimilado segun las necesidades alimentarias de las
diferentes culturas alrededor del mundo (Bonnett, 2019). Mientras que desde el punto de vista
industrial es utilizado para la obtencién de aditivos espesantes y estabilizantes (Vargas et al.,
2016).

La papa es originaria del altiplano Peruano Boliviano (Spooner y Hetterscheid, 2005).
Investigaciones han demostrado que apartir de una especie diploide "Solanum phureja’, se dio
origen a mas de 5000 variedades, todas reportadas para el Peri (Pumisacho y Sherwood, 2002;
Inostroza et al., 2017). Pudiendo agruparse en tres categorias: “variedades comerciales”,
“variedades nativas” y “variedades nativas de pulpa de color’. Reportes afirman que un mayor
acervo genético se concentra en el Centro y Sur del Per(, sin embargo, el Norte del Pert también
concentra una cantidad representativa de 317 variedades nativas, de las cuales 86, son
variedades “nativas de pulpa de color” (Gil et al., 2019).

Con el conocimiento de variedades de “papa nativa de pulpa de color”’, su cultivo ha rebrotado
en el escenario mundial cambiando su identidad como alimento nutracéutico, que brinda
bienestar a sus consumidores y a su vez contribuyen con el tratamiento de ciertas enfermedades
(Bonnett, 2019; Rojas et al., 2015; Balbin, 2014). Investigaciones han demostrado que poseen
un elevado valor nutricional en antioxidantes y polifenoles, los cuales pueden variar de
concentracion dependiendo de la variedad (Diez et al, 2013; Giusti et al., 2014; Molina et al.,
2015; Suérez, 2014). Corroborandose su alta capacidad de curar y/o aliviar enfermedades
gastricas e inflamaciones; ademas de ayudar a combatir enfermedades degenerativas que
favorecen el crecimiento de tumores. Evidencia de ello es la calidad de vida que se refleja en la
longevidad de la poblacién andina (Sandoval et al., 2015; Caballero y Gonzales, 2016; Diez et
al., 2013).

Los efectos del cambio climético afectan directamente el rendimiento de los cultivos, ocasionando
perjuicios econémicos, siendo necesario la adopcion de una serie de medidas que impliquen la
adaptacién de los cultivos frente al cambio climético. Se ha demostrado que las variedades
nativas cuentan con una expresion diferencial de genes Unicos, que ante condiciones adversas
cuentan con mayor estabilidad, infiriéndose la necesidad de la conservacion de su germoplasma
(Tonconi, 2015; Tirado et al., 2018; Torres et al., 2014). Por otro lado la generacién y empleo de
plantas in vitro y microtubérculos como semilla pre-basica busca erradicar la produccion
tradicional de semilla, fomentandose el desarrollo de nuevas plantaciones que optimicen la
produccion, para beneficio del agricultor (Tapia et al., 2017).

En biotecnologia vegetal se hace uso de fitohormonas y fitorreguladores. Siendo la
micropropagacion, la técnica que tiene como finalidad masificar la produccién de plantulas, para
alcanzar el objetivo de conservar in vitro el germoplasma de una determinada especie. Las
hormonas son catalogadas como reguladores quimicos del crecimiento y desarrollo, provocando
una respuesta fisioldgica en cantidades infimas. Pudiendo agruparse en auxinas, giberelinas,
citocininas, &cido abscisico y etileno. Las auxinas influyen en el alargamiento celular, formacion
de pared celular, crecimiento radicular y dominancia apical; siendo las méas conocidas, el &cido
indol acético (AlA), &cido naftalenacético (ANA) y &cido indolbutirico. Por otro lado, las giberelinas
contribuyen con el alargamiento del tallo, inducen a la floracién e interrumpen la latencia de
semillas; siendo el AG3 el mas comun (Raven et al., 1992; Vasquez & Vasquez, 2016; Curtis et
al., 2008). Investigaciones han demostrado que el empleo de medio de cultivo MS, suplementado
con 0.10 mg.L* de GA3 y 0.50 mg. L de BAP resulté ser favorable en cuanto a la altura de
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plantula, numero de entrenudos, hojas y brotes axilares. Por otro lado el empleo de medio de
cultivo MS (1962) suplementado con Sacarosa al 8%, Manitol al 1.5 %, y Cloruro de clorocolina
a 1.5 ppm es favorable para la conservacion in vitro del germoplasma de papa (Gonzélez y
Chavarria, 2016; Lopéz, 2012).

El efecto sinérgico entre hormonas busca generar mejores efectos que su aplicacion de manera
individual, pudiendo ser favorables o desfavorables para el crecimiento y desarrollo de un
explante (Gil et al., 2016). Si bien en la actualidad existen numerosas vias para la propagacién
de papa, son escasos reportes cientificos relacionados con la evaluacion del efecto sinérgico
entre dos hormonas. Ante ello se plante6 el objetivo de la investigacion de evaluar el efecto
sinérgico del acido giberélico y de &cido indolacético en la propagacion in vitro de S. tuberosum
L. “papa nativa de pulpa de color”.

2. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y Cultivos
Andinos (IPACA), de la Universidad Nacional de Trujillo. Los tubérculos de papa procedieron del
Distrito de Carabamba, Provincia de Julcan, Departamento de La Libertad-Peru.

Seleccién y siembra en maceta de tubérculos de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa
de color”.

En invernadero se seleccionaron los mejores tubérculos en base a su 6ptimo estado sanitario,
las cuales fueron sembradas en macetas. El sustrato estuvo constituido por una mezcla de
compost y tierra agricola. Se sembro6 un tubérculo por maceta, previo tratamiento con fungicida
Benomil a la dosis de 1% de ingrediente activo. Una vez que emergieron las plantulas, el riego
se efectud una vez por semana.

Preparacion de medio de cultivo para evaluar el efecto sinérgico del &cido giberélico y de
acido indolacético en la propagacién in vitro de S. tuberosum L. ““papa nativa de pulpa de
color”.

Para la preparacién de 200 ml de medio de cultivo MS (1962), en un matraz se midi6 el volumen
de MS (1x) y se suplemento con diferentes concentraciones del acido giberélico y de &cido
indolacético, de acuerdo al tratamiento asignado (Tabla 1); aforAndose con agua destilada a 200
ml. En balanza analitica, se peso el azlcar (3%) y el agar (0.60 %). Luego se calent6 el medio
de cultivo y cuando estuvo tibio se vertié el azlcar y el agar, una vez homogenizado se procedi6
a servir 2 ml por cada tubo de ensayo. Se sell6 con papel metalico la boca de los tubos, para
finalmente proceder a empaquetar y esterilizar en autoclave a 120° C, 1 atm de presion por 30
minutos.
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Tabla 1. Medio de cultivo MS 1962 suplementado con diferentes concentraciones de acido
indolacético y acido giberélico para evaluar el efecto sinérgico en la propagacion in vitro de S.
tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.

Tratamiento  AG3(ppm) AlA(ppm)

1 0.0 0.0
2 0.0 0.1
3 0.0 0.25
4 0.25 0.0
5 0.25 0.1
6 0.25 0.25
7 0.5 0.0
8 0.5 0.1
9 0.5 0.25

Leyenda: AIA= Acido indolacético;
AG3= Acido giberélico

Siembra in vitro de explantes de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.

Se colectaron entrenudos de S. tuberosum L., cuando las plantas madres cultivadas en macetas
alcanzaron los 2 meses de edad. La siembra in vitro se realizé en camara, previa desinfeccion
del area y encendido de los mecheros. Los explantes colectados de la planta madre fueron
enjuagados con agua y detergente por 2 minutos. Luego se desinfectaron, primero con alcohol
de 70° durante 30 segundos, seguido de 3 enjuagues con agua estéril autoclavada. Y luego con
lejia al 2%, durante 3 minutos seguido de 3 enjuagues con agua estéril autoclavada. Se colocaron
los explantes dentro de una placa de Petri estéril provista de papel filtro, para eliminar el exceso
de humedad. Finalmente, con la ayuda del bisturi los explantes fueron tomados uno por uno y
sembrados en sus respectivos tubos. Una vez concluida esta actividad, se rétulo la informacién
referida a la variedad y fecha de siembra. Luego fueron llevados al cuarto de incubacion, a una
temperatura a 18 °C. Fotoperiodo 16-8 horas luz oscuridad y humedad relativa del 85% (Lopéz
et al., 2019).

Andlisis estadistico de plantulas de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.

La toma de datos, altura de plantula, nimero de nudos y niumero de raices se realiz6 a los 20
dias después de la siembra. Se utilizé un Disefio en Blogues Completamente al Azar, constituido
por 162 unidades experimentales, distribuidos en 9 tratamientos con 3 repeticiones y 6 unidades
muestrales por tratamiento. Los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA), empleando el software R, con un nivel de significancia del 95%.

3. RESULTADOS

La Tabla 2, resume los resultados promedios de los pardmetros altura de plantula, nimero de
nudos y numero de raices en la micropropagacion por nudos de S. tuberosum L. “papa nativa de
pulpa de color’, empleando diferentes concentraciones de &cido giberélico y del &cido
indolacético. Pudiéndose resaltar que el tratamiento 8 destaca por presentar mayores resultados
en los parametros evaluados. Por otro lado la Figura 2, ilustra las plantulas in vitro a los 20 dias
de evaluacioén. Mientras que la Tabla 3,4 y 5 detalla el analisis de varianza (ANOVA), de la altura,
numero de nudos y numero de raices de plantulas de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de
color”, a los 20 dias de evaluacion.
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Figura 1. Solanum tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”. A) Fotografia de la variedad
“Cochacina”. B) Fotografia del cultivo in vitro.

Figura 2. Evaluacién a los 20 dias, del efecto sinérgico del acido giberélico y de acido
indolacético en la propagacion in vitro de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.

Tabla 2. Resultados del efecto sinérgico del acido giberélico y de acido indolacético en la
propagacion in vitro de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color”.

NUmero
Tratamiento  Altura Namero de
nudos raices

1 2.7 5.17 3.67
2 2.99 5.83 3.28
3 3.38 6.22 4,78
4 2.96 5.28 2.39
5 2.63 472 2

6 3.38 6.17 3.17
7 3.68 5.94 2.44
8 4.23 6.94 4,72
9 3.93 6.39 4.83
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Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA), de la altura de plantulas de S. tuberosum L. “papa nativa
de pulpa de color”, a los 20 dias de evaluacion.

Fuente GL SC Ajust. Mc Ajust. Valor F  Valor P
Tratamiento 8 445 5.563 3.12 0.003
Error 153 273.22 1.786

Total 161  317.72

Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA), del nimero de nudos de plantulas de S. tuberosum L.
“papa nativa de pulpa de color’, a los 20 dias de evaluacion.

Fuente GL SC Ajust. Mc Ajust. Valor F  Valor P
Tratamiento 8 68.44 8.556 3.62 0.001
Error 153  362.00 2.366

Total 161  430.44

Tabla 5. Analisis de varianza (ANOVA), del nimero de raices de plantulas de S. tuberosum L.
“papa nativa de pulpa de color”’, a los 20 dias de evaluacion.

Fuente GL SC Ajust. Mc Ajust. Valor F  Valor P
Tratamiento 8 174.3 21.793 6.51 0.000
Error 153 512.1 3.347
Total 161 686.4

4. DISCUSION

Se evidencio cierta variabilidad entre los tratamientos en cuanto altura, nimero de entrenudos y
raices, ante el emple6 de diferentes concentraciones de acido giberélico y de acido indolacético
(Tabla 1). Al ser sometidos al analisis de varianza (ANOVA), se corrobora la afirmacion de existir
diferencias estadisticamente significativas, lo cual es indicador de un notable efecto sinérgico al
emplear 2 fitohormonas (Tabla 3; Tabla 4; Tabla 5). Sin embargo, investigaciones de Garcia et
al. (2015) afirmar que para la propagacion in vitro de S. tuberosum L., no es necesario el empleo
de reguladores de crecimiento, basta el medio de cultivo MS (1962) y una buena cantidad de
sacarosa de 30 gL (3%). De la misma manera Lépez et al. (2019) y Araque et al. (2018) sostiene
gue para la multiplicacién y mantenimiento de explantes de S. tuberosum L., basta el empleo del
medio de cultivo MS (1962) sin reguladores de crecimiento. Pudiendo haber una infima diferencia
al suplementar el medio de cultivo con 0.02 mg L de acido naftalenacético (ANA). Mientras que
el empleo de 0.05 mg L'* de AIB garantiza un mayor desarrollo de un sistema radical en el nimero
de raices (4.87) y la longitud de raices (8.2 cm). Por otro lado Tacoronte et al. (2017) sostienen
que obtuvieron un mayor crecimiento de S. tuberosum L., al incrementar en el medio de cultivo
MS (1962) las concentraciones de nitrato de amonio a 1,98 g L1, nitrato de potasioa 2,28 g L1y
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bajando la sacarosa a 20 gL1, obteniendo plantulas de 5,82 cm de longitud promedio y con raices
de 3 cm.

La evaluacién a los 20 dias después de la siembra, nos indica que el tratamiento T8 destaco en
la propagacion in vitro de S. tuberosum L. “papa nativa de pulpa de color’. Debido a que los
explantes evidenciaron un ligero incremento en cuanto a altura, nimero de entrenudos y raices,
comparado con el resto de tratamientos (Figura 2; Tabla 2). Sin embargo, investigaciones han
demostrado que el empleo de medio de cultivo liquido MS (1962), suplementado con 1 mgL-! de
benciladenina, bajo un fotoperiodo de 8 h luz; brinda mejores resultados en cuanto a longitud de
plantulas, pudiendo alcanzar los 18.03 cm (Moreno y Oropeza, 2017).

5. CONCLUSIONES

Se concluye que el 4cido giberélico y el acido indolacético a la concentraciéon de 0.5 ppm AG3y
0.1 ppm AlA, ejercen efecto sinérgico en la propagacion in vitro S. tuberosum L. “papa nativa de
pulpa de color”.
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Resumen

La familia de genes Sox codifica importantes factores de transcripcion involucrados en las
primeras etapas de desarrollo embrionario. Contienen una region conservada llamada caja HMG
que es, al menos, 50% similar a la caja HMG del gen Sry. Se han propuesto diversos modelos
filogenéticos que permitan una mejor comprension de su evolucién. Dichos modelos sugieren
una posible aparicién en el Ultimo ancestro comun, asi como una posterior divergencia en los
metazoos tempranos debido a varios eventos de duplicacion de genoma. Las copias duplicadas
adquirieron nuevas funciones o pasaron por un proceso de sub-funcionalizacién que condujo a
la aparicién de nuevas subfamilias génicas en diferentes grupos animales. Aqui, revisamos el
conocimiento actual sobre la familia de genes Sox, su evolucion y sus funciones.
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Abstract

Sox gene family encodes important transcription factors involved in early stages of embryonic
development. They contain a conserved region called HMG-box which is at least 50% similar to
the HMG-box of Sry gene. Several phylogenetic models have been proposed for a better
understanding of their evolution suggesting a possible emergence in the last common ancestor,
and a posterior divergence in early metazoans due to several genome duplication events.
Duplicated copies acquired new functions or went through sub-functionalization leading to the
emergence of new gene sub-families in different animal clusters. Here, we review the current
knowledge on Sox gene family, their evolution and their functions.
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1. INTRODUCCION

Los genes Sox codifican una familia de factores de transcripcion (FT) que son esenciales en
varios procesos de desarrollo. Contienen un dominio de unién al ADN llamado HMG (High
mobility group) en el caso de las proteinas (o “caja-HMG”, en el caso de los genes), el cual es
altamente conservado en la mayoria de ellos. Parecen estar restringidos solo a animales y varios
estudios los han clasificado en subgrupos segun la homologia de sus dominios HMG y otros
motivos estructurales (Bowles et al, 2000). Se cree que los genes Sox emergieron en los primeros
metazoos, los cuales ya poseian una caja-HMG parcial que luego paso por procesos de
duplicaciones, mutaciones dispersas y adquisicion funcional. De hecho, algunas de estas cajas
HMG duplicadas dejaron copias redundantes libres que pudieron adquirir nuevas funciones, o
ser silenciadas y/o reducidas por mutaciones acumulativas. Estos eventos moleculares
condujeron a la formacion de 6 grupos Sox en los primeros animales bilaterales; mientras que
los posteriores reordenamientos en sus dominios proteicos permitieron la aparicién de grupos
adicionales. La caracteristica mas obvia de la conservacion del dominio HMG dentro de los
diversos grupos de la familia Sox es su posicién dentro de la proteina entera, asi como la longitud
total de la misma (Bowles et al, 2000; Wegner, 1999).

En este articulo, revisaremos aspectos generales de los genes Sox, asi como historia evolutiva
en metazoos, pasando por los eventos de duplicacion de genes hasta los eventos moleculares
que condujeron a la divergencia de varios grupos con gran complejidad. Luego, nos centraremos
en la forma en que la evolucién de estos genes condujo a los procesos de neo-funcionalizacion
y sub-funcionalizacién. Finalmente, mencionaremos las principales diferencias y funciones de los
grupos de genes Sox después del proceso evolutivo.

Proteinas SOX como factores de transcripcion importantes

Los factores de transcripcion son esenciales para el desarrollo y mantenimiento de los
organismos. Este es el caso de las proteinas SOX, que estan involucradas en las primeras etapas
del desarrollo embrionario y, dado que presentan un dominio de unién al ADN, también se
consideran factores de transcripcién arquitecténicos involucrados en la coordinaciéon de la
estructura local de la cromatina (Canning & Lovell-Badge, 2002; Chau et al, 2000).

SOX significa “Sry-related HMG box” (caja-HMG relacionada al gen Sry), y estos genes
comparten convencionalmente al menos un 50% de similitud con la secuencia de la caja-HMG
del gen Sry. Dicho gen codifica una proteina de 79 aminoéacidos, dispuesta en tres hélices. De
acuerdo con su dominio HMG, las proteinas SOX estan compuestas en 2 familias: "TCF / SOX /
MATA" (dominios HMG especificos de secuencia Unica) y "HMG / UBF" (dominios HMG
multiples). Es importante mencionar que todas las proteinas SOX presentan dominio HMG, pero
no todas las proteinas con dominio HMG son proteinas SOX. De hecho, todas en conjunto forman
parte de un grupo completo de proteinas llamado Grupo de Alta Movilidad (Bowles et al, 2000;
Chau et al, 2000; Qi-long et al, 2012). Segun la similitud en la secuencia de la caja-HMG, la
funcion, la estructura del gen y su ubicacién en los cromosomas, las familias de genes Sox se
puede subdividir en los grupos A-J. El grupo Sox A (el cual corresponde al gen Sry) es especifico
de los mamiferos eutherianos, mientras el resto de los grupos se encuentran en la mayoria de
los metazoos superiores, excepto los grupos G y J (Figura 1).
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Los miembros de algunos subgrupos SOX comparten caracteristicas adicionales al dominio
HMG. Por ejemplo, los miembros del Grupo E que incluye SOX9 y SOX10 comparten una
identidad de aminoacidos del 41% en su dominio C-terminal de 66 aminoacidos que, en SOX9,
se sabe que es necesario para la transactivacion (Bowles et al, 2000; Chau et al, 2000; Argentaro
et al, 2000). En la actualidad, se han clonado mas de 40 pares ortélogos de genes Sox en el
reino animal, incluidos mas de 30 en vertebrados y mas de una docena en invertebrados. A partir
de ellos, se han identificado 22 genes Sox en mamiferos, 20 de ellos presentes en humanos y
ratones. Muchos de estos presentan funciones puntuales en los procesos de neurogénesis,
condrocitogénesis, diferenciacion sexual y otros. Por estas razones, son de gran importancia en
el desarrollo de los tejidos donde se expresan ya que, al producirse mutaciones en dichos genes,
es probable que también ocurra un desarrollo anormal en sus tejidos diana (Qi-long et al, 2012;
Schepers et al, 2002; Koopman et al, 2004; Cremazy et al, 1998; Popovic et al, 2009).

Figural. Filogenia propuesta de la familia Sox: Inferencia bayesiana basada en las
secuencias de los dominios HMG de las proteinas SOX. Cada grupo contiene al menos un
representante en invertebrados (Extraido de Voldoire, 2013).
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Origen de los genes Sox

Al igual que otros factores de transcripcion, es posible que los genes Sox tengan su origen en
los metazoos tempranos, ya que dicho evento estaria correlacionado con la diferenciacion
morfoldgica y la adquisiciéon de complejidad celular en todos los animales. Ademas, varios
estudios muestran que la ausencia de ciertas familias de factores de transcripcion especificas de
metazoos se correlaciona con el bajo potencial de diferenciacion celular en organismos mas
primitivos, como los coanoflagelados (Crow & Wagner, 2006; King et al, 2008).
Filogenéticamente, alin existe una gran controversia sobre el origen de los metazoos a partir del
grupo porifera, ya que las esponjas podrian constituir un grupo separado dentro la clasificacion
clasica de los animales. Sin embargo, se cree que tanto los coanoflagelados, las esponjas y otros
metazoos tempranos compartieron un ancestro comudn unicelular a fines del periodo
Precambrico, hace mas de 600 millones de afios. Sin embargo, esta hipotesis conlleva a algunas
preguntas: ¢Cudl fue el antepasado de los animales? ¢ Era parecido a una esponja, 0 a un
coanoflagelado? ¢ Dichos organismos presentaban genes Sox? ¢ Y como evolucionaron estos
genes?

Choanoflagellatea, el grupo hermano de los animales

Los coanoflagelados son los parientes mas cercanos conocidos de los metazoos y constituyen
su grupo hermano dentro del grupo monofilético Filozoa. Por esta razén, los investigadores creen
que el ancestro comin de ambos fue un organismo similar a un coanoflagelado y es probable
que tuviera caracteristicas primitivas de multicelularidad. Esto significa que dicho ancestro pudo
organizarse en colonias y adoptar funciones especificas con respecto a otros miembros de la
misma colonia. Estos organismos unicelulares poseen algunas proteinas de sefializacion y
adhesién que son caracteristicas de los metazoos, como las proteinas Sox-like (similares a Sox).
Sin embargo, no poseen una gran cantidad de factores de transcripcion que si estan presentes
en los metazoos, y exhiben una posible pérdida de genes homeobox durante su historia evolutiva.
Esta pérdida sugiere que, en el curso de la evolucion de los coanoflagelados, la complejidad de
los factores de transcripcion y la diversidad de tipos celulares podrian haber sufrido una
reduccion secundaria (Crow & Wagner, 2006; King et al, 2008; Larroux et al, 2008).

N. King y colaboradores, luego de trabajar con el coanoflagelado Monosiga brevicollis,
determinaron que este posee un conjunto de familias de factores de transcripcion que,
anteriormente, se creia ser especifico de metazoos. Estos FT pueden haber tenido roles criticos
durante la evolucion de los antepasados metazoos al regular la expresion diferencial de ciertos
genes y permitir la emergencia de mdltiples tipos celulares dentro de un solo organismo. El
posterior incremento de tamafio en las familias de FT, dentro de los eumetazoos, se correlaciona
con la complejidad morfoldgica y de tipo celular dentro de este filo. Esto sugiere que, el aumento
en el nimero de genes que codifican FT puede haber sido un factor importante en la expansion
del potencial de desarrollo y la aparicion de nuevos tipos celulares (King et al, 2008; Larroux et
al, 2006; Larroux et al, 2008).
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Es posible que gran parte del repertorio de genes necesarios para el desarrollo de los animales
bilaterales haya evolucionado antes de la divergencia entre esponjas, cnidarios y bilaterales. Sin
embargo, los mecanismos de invencion de nuevos genes en la base del filo Metazoa, y la
integracion de dichos genes para crear la red de sefalizacién celular y regulacién transcripcional
fundamental para el desarrollo de todos los animales, sigue siendo un misterio. Se ha sugerido
que los reordenamientos extensivos dentro de los dominios de las proteinas podrian haber
conducido a nuevas funciones en la linea evolutiva de los metazoos y coanoflagelados. Por otro
lado, también se conoce que una gran diversidad de genes que contienen cajas homeobox
evolucionaron antes de la divergencia entre esponjas y eumetazoos (como ANTP, Prd-like, Pax,
POU, LIM-HD, Six y TALE). Con respecto a los grupos Sox, Bowles afirma que para cada uno
de los grupos SOX actualmente reconocibles, ya existia una Unica forma ancestral antes del
origen del linaje de los vertebrados (Bowles et al, 2000; Cock et al, 2010; Degnan et al, 2009).

Evolucién de los factores de transcripcidon en metazoos tempranos

Clasicamente, se consideran a las esponjas como el grupo de metazoos mas antiguo, ya que la
posicion filogenética de los ctenéforos aun no ha sido resuelta. Los coanocitos presentes en las
esponjas comparten caracteristicas similares a los coanoflagelados, y debido a esto se cree que
estas puedan provenir a partir de dichos organismos unicelulares. En comparacion con los
eumetazoos, los poriferos exhiben algunas diferencias remarcables. Por ejemplo, las esponjas
parecen no tener mesodermo y, segun estudios en la demosponja Amphimedon queenslandica,
no poseen FT involucrados en el desarrollo del mesodermo. Por otro lado, si poseen varios
factores de transcripcién implicados en la determinacién o diferenciacion de musculos y nervio
(PaxB, Lhx, SoxB, Msx, Mef2, Irx y bHLH), a pesar de carecer de un sistema neuromuscular. La
presencia de SoxB en las esponjas indica que este gen fue uno de los primeros de la familia Sox
en aparecer durante la evolucién de los metazoos. De hecho, Larroux y colaboradores indican la
presencia de 4 genes Sox en A. gueenslandica (AmgSoxB1, AmqSoxB2, AmgSoxC y AmqSoxF)
(Cock et al, 2010; Degnan et al, 2009; Larroux et al, 2008; Srivastava et al, 2010).

Sin embargo, Amphimedon carece de otros genes, como los genes Hox, y de familias completas
de factores de transcripcion que son importantes en el modelado del sistema nervioso y el plan
corporal en animales bilaterales. Se desconoce la forma en que los metazoos tempranos
adquirieron gran complejidad después divergir de las esponjas, pero muchos autores han
establecido una correlacion entre el proceso de duplicacion gendmica y la evolucion de la
complejidad y diversidad (Crow & Wagner, 2006; Degnan et al, 2009). Kaessmann da un ejemplo
con respecto a la duplicacion gendmica en esponjas. Se sugiere que la primera duplicacion de
genes Pax ocurrio antes de que los poriferos divergieran. Esto implica que las esponjas, las
cuales carecen de células neurales y de érganos modelados por genes Pax en animales
superiores, ya presentaban al menos dos copias de estos genes (Kaessmann, 2010; Breitling &
Gerber, 2000).
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Duplicacion gendémicay duplicacidon génica.

La duplicacion gendmica (o conocida como whole genome duplication, 0o WGD) es el evento por
el cual el genoma entero de un organismo se duplica; mientras que la duplicacion génica
corresponde a la duplicacién de un gen, o grupo de genes especificos, dentro del genoma de un
organismo (mas conocida como duplicacién en tdndem). Ambos procesos constituyen un
mecanismo importante para la evolucion de la complejidad fenotipica, la diversidad, la innovacion
y el origen de nuevas funciones genéticas. Ademas, se considera que los eventos de duplicacion
genodmica reducen el riesgo de extincidn a través de varios medios: por redundancia funcional,
robustez mutacional y mayores tasas de evolucién y adaptacion (Meyer & Van de Peer, 2005;
Van de Peer et al 2009).

En los dltimos 50 afios, se ha discutido sobre que posibles mecanismos hayan permitido a
nuestro ancestro comuan primordial aumentar su material genético y desarrollar los componentes
moleculares responsables de la diversidad de las especies actuales. Sobre esto, Susumo Ohno
en 1970 propuso que el genoma de los animales vertebrados fue sometido a dos rondas de
duplicacion total (hipotesis 2R). Es decir, un genoma ancestral deuterostomado dio lugar a dos
después de la primera duplicacion, y luego a cuatro genomas después de la segunda duplicacién.
La prueba que estos eventos sucedieron es que, en la mayoria de los casos, los genes
duplicados de la misma familia estan ordenados en grupos vinculados y mantienen el mismo
orden de genes a pesar de encontrarse en diferentes cromosomas (Crow & Wagner, 2006; Meyer
& Van de Peer, 2005).

En este contexto, Srivastava explica que «aproximadamente las tres cuartas partes de 1286
familias de genes especificas de animales surgieron por diversos procesos de duplicacion en la
base del filo Metazoa. Ademas, duplicaciones génicas adicionales, y la posterior divergencia de
los eumetazoos, aumentaron ain mas el nimero de familias de FT (el cual es de 2 a 34 veces
mayor en eumetazoos que en Amphimedon)» (Srivastava et al, 2010). En vertebrados, es
ampliamente aceptado que la duplicacién del grupo de genes Hox es el resultado de
duplicaciones de genoma completo antes de la aparicién de vertebrados, gnatostomos y peces
teledsteos. El ejemplo mas popular sobre la correlacion putativa entre la duplicacién genémica y
una mayor diversidad de especies es el caso de los peces de la clase Actinopterygii; ya que las
multiples rondas de duplicacion gendmica por las que han atravesado han contribuido a su éxito
evolutivo (Larroux et al, 2006; Larroux et al, 2008). De hecho, estos genes duplicados son el
resultado de una duplicacion segmentaria a gran escala antes de la radiacién de los peces
teledsteos, lo que respalda una "teoria de duplicacién de genoma completo, especifica en los
peces” (duplicacion 3R) (Koopman et al, 2004). En resumen, es ampliamente aceptado que todos
los vertebrados han compartido dos antiguos eventos de duplicacion genémica completa (1R,
2R), mientras que los peces teledsteos derivan de un linaje que experiment6 una duplicacion
gendmica adicional (3R). Esto sugiere que, a pesar de que los descendientes de un linaje que
sufrié duplicacién genémica no sobreviven con frecuencia; si lo hacen, su linaje evolutivo puede
ser muy exitoso. Por esas razones, no se considera la duplicacién genémica como un callejon
sin salida, sino como un proceso que proporciona nuevas oportunidades para el éxito evolutivo
(Koopman et al, 2004; Qi-long et al, 2012).
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En el caso de los genes Sox, se han identificado 14 genes Sox en el cnidario Nematostella
vectensis, y es probable que al menos 8 de estos genes sean resultado de duplicaciones
especificas en este linaje. De la misma forma, también se han identificado 6 familias de genes
Sox en los bilaterales. Dentro de los vertebrados, dichos genes se encuentran duplicados tanto
en algunos anfibios, como Odorrana schmackeri, y en peces teledsteos, como Danio rerio y
Takifugu rubripes. La preservacién de multiples copias de genes podria ser el resultado de la
particion de subfunciones ancestrales; sin embargo, algunas de estas copias también han sufrido
algunas modificaciones, como es el caso de los miembros del subgrupo SoxB en los
deuterostomados, en donde perdieron sus intrones. Este grupo Sox se dividen en los subgrupos
B1y B2;y en términos de funcién, los genes SoxB1 actlan como activadores de la transcripcion
mientras que los SoxB2 generalmente desempefian un papel como represores.
Interesantemente, el subgrupo SoxB se expandié independientemente en diferentes linajes
animales, como es el caso de los vertebrados donde presentan un aumento de complejidad a
nivel molecular (Chau et al, 2000; Qi-long et al, 2012, Larroux et al, 2008; Popovic et al, 2009;
McKimmie et al, 2005). En H. sanchiangensis, Qi-long propuso que existian dos destinos
evolutivos para los genes Sox duplicados. Uno consistia en que dichos genes duplicados pasaron
por un periodo de seleccion relajada que provoco una tasa evolutiva asimétrica para una de las
copias, mientras que el otro sostenia que los genes duplicados experimentan restricciones de
seleccién idénticas y no poseen mayor diversidad genética (Qi-long et al, 2012). Esto apoya que
los genes duplicados pueden ser retenidos mediante un proceso de sub-funcionalizacion y/o
relajaciébn en ambas copias provenientes de un gen ancestral.

Neo-funcionalizacién y sub-funcionalizacion

Probablemente, en diversas etapas a lo largo de la evolucién de metazoos, las secuencias que
contenian cajas HMG se duplicaron, dejando una copia redundante libre de desarrollar una nueva
funcion (neo-funcionalizacién) o perderse del genoma. De hecho, es posible que algunas de
estas secuencias hayan reclutado dominios funcionales preexistentes y, por lo tanto, hayan
formado proteinas-mosaico capaces de asumir rapidamente funciones nuevas. A diferencia de
este proceso, la sub-funcionalizacién tiene lugar cuando ambos duplicados se mantienen debido
a la division complementaria de funciones estructurales o reguladoras ancestrales entre las
copias, de modo que la adicion de sus funciones (a menudo la adicion de sus sitios de expresion)
proporciona al menos la expresion del gen pre-duplicado (Bowles et al, 2000; Force et al, 1999).
Un modelo propuesto en evolucién es el modelo de duplicaciéon-degeneracién-complementacion
(DDC), el cual predice que la probabilidad de conservacion genética serd mayor en genes
complejos con mayor nimero de subfunciones, y sugiere que la particibn de subfunciones
ancestrales es un mecanismo importante que conduce a la preservacién de multiples copias.
Esto significa que las subfunciones se mantendrian después de subsecuentes rondas de
duplicacion, y luego, la mayoria de las copias duplicadas se perderan durante el proceso de re-
diploidizacion (Qi-long, et al, 2012; Chaboissier et al, 2004; Force et al, 1999).

64



Todas las similitudes y diferencias surgidas después de los procesos de neo-funcionalizacion y
sub-funcionalizacion entre los grupos de genes Sox también se manifiestan por medio de sus
patrones de expresién dentro de varios tejidos. Por ejemplo, el subgrupo B esta involucrado
principalmente en el desarrollo neuronal (Sox1, Sox2, Sox3, Sox14) durante la diferenciacion del
sistema nervioso central (SNC) en animales como Drosophila, Xenopus, pollo y raton. Por otro
lado, Sox5, Sox6 y Sox9 se co-expresan durante la diferenciacion de condrocitos en el hueso.
Ademas, Sox9 es necesario y suficiente para la formacion de testiculos en ratones, mientras que
Sox8 depende de la expresion de Sox9 para reforzar su funcién en la formacién de testiculos
(Canning & Lovell-Badge, 2002; Popovic et al, 2009; Akiyama et al, 2002; Wright et al, 1995;
Chaboissier et al, 2004; Berbejillo et al, 2012; Lefevbre et al, 2007) (Tablal).

2. CONCLUSIONES

A pesar de toda la informacién presentada, no hay pistas puntuales que conduzcan a una
filogenia definitivamente de la familia de genes Sox. Varios investigadores han identificado una
gran cantidad de genes Sox y han intentado clasificarlos segun la homologia de sus cajas HMG,
encontrando una relacion entre su evolucion y los eventos de duplicacién que podrian haber
tenido lugar en los primeros animales. A lo largo de esta revision, hemos resaltado la importancia
de la duplicacion de genes como fuente de nuevos genes o funciones genéticas novedosas,
porque este evento molecular podria haber constituido el mecanismo principal en la divergencia
de los grupos Sox. En la actualidad, todavia se estudia la filogenia de esta familia de genes y la
presencia de nuevos grupos de genes Sox que pueden aclarar su historia evolutiva. Todas las
proteinas SOX presentan un dominio HMG que esta altamente conservado, esto se debe a la
funcion de unién al ADN, que es esencial para su rol como factor de transcripcion. Los genes
Sox podrian haber surgido en los primeros metazoos, después de una duplicacién completa del
genoma y duplicaciones en tandem especificas.

Tablal: Funciones de los genes Sox (adaptado a partir de Lefebvre et al 2007; Schepers et al,
2002)

Grupo | Gen Funcidn

A Sry | Determinacion sexual: Diferenciacion de células de Sertoli en embrién
masculino.
Actividad cerebral: Regulacién de neuronas dopaminérgicas en el macho
adulto.

Bl Sox1 | Desarrollo ocular: Induccion y desarrollo de la fibra ocular.

Neurogénesis: Especificacion y mantenimiento de la identidad celular en
células madre neurales.

Bl Sox2 | Células madre embrionarias: Mantenimiento e la identidad y pluripotencia.

Neurogénesis: Especificacion y mantenimiento de la identidad celular en
células madre neurales.

Desarrollo ocular: Induccion y desarrollo de la fibra ocular.

Desarrollo de la hipdfisis anterior: expresion de varias hormonas.
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Diferenciacion de células progenitoras endodérmicas en células
sensoriales.

Bl Sox3 | Neurogénesis: Especificacion y mantenimiento de la identidad celular en
células madre neurales.
Desarrollo ocular: Induccién y desarrollo de la fibra ocular.
Desarrollo de la hipéfisis: Desarrollo de bolsas de Rathke y del eje
hipotalamo-hipdfisis.
Gonadogénesis: Desarrollo adecuado de ovocitos, diferenciacion
masculina y espermatogénesis.

B2 Sox14 | Neurogénesis: Inhibicién de Sox1-3 como promotores de la diferenciacion
neuronal.

B2 Sox21 | Neurogénesis: Inhibicién de Sox1-3 como promotores de la diferenciacion
neuronal.

C Sox4 | Cardiogénesis.
Linfopoyesis: Diferenciacion de células T y expansion de células B.
Formacién del pancreas: Desarrollo normal de los islotes pancreaticos.
Neurogénesis: Activacion de genes pan-neuronales durante la maduracién
neuronal

C Sox11 | Desarrollo de multiples 6rganos, incluyendo el pulmén, estomago,
pancreas, bazo ojos y esqueleto.
Neurogénesis: Activacion de genes pan-neuronales durante la maduracién
neuronal
Cardiogénesis.

C Sox12 | Desarrollo de diversos tejidos

D Sox5 | Diferenciacién y proliferacion de condrocitos, produccién de matriz
extracelular.
Desarrollo de la cresta neural.
Glicogénesis: Represién de la especificacion y diferenciacion terminal de
los oligodendrocitos.

D Sox6 | Conduccion cardiaca.
Eritropoyesis.
Diferenciacién y proliferacién de condrocitos, produccién de matriz
extracelular.
Glicogénesis: Represién de la especificacion y diferenciacion terminal de
los oligodendrocitos.

Sox13 | Linfopoyesis: Diferenciacion de linfocitos T (celulas yd y af).
E Sox8 | Gliogénesis: Especificacion de oligodendrocitos y maduracion terminal.

Desarrollo testicular: Diferenciacion de células de Sertoli.
Osteogénesis: Inhibicion de la diferenciacién de osteoblastos.

Cresta neural: Iniciacidon y mantenimiento.
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E Sox9 | Determinacion sexual: Desarrollo de células de Sertoli, testogénesis e
inhibicién de la diferenciacion femenina.

Condrogénesis: Especificacion de condrocitos y diferenciacién temprana.
Cresta neural: Supervivencia y transicién epitelio-mesenquimal.
Gliogénesis: Diferenciacion terminal de oligodendrocitos.

Supervivencia de células de la notocorda.

Cardiogénesis: Formacion del endocardio.

Formacién del oido interno.

Formacion del foliculo capilar.

Pancreas: Mantenimiento de células progenitoras.

Intestino: Especificacion del epitelio del esfinter pilérico.

E Sox10 | Cresta Neural: Formacién, mantenimiento de la pluripotencia,
especificacion y diferenciacion de células ganglionales entéricas, células
gliales periféricas, oligocitos y melanocitos.

Sox7 | Cardiogénesis.

F Sox17 | Formacién del endodermo.

Angiogénesis.

F Sox18 | Cardiogénesis.
Angiogénesis.

Desarrollo del foliculo capilar.

G Sox15 | Regeneracién muscular esquelética.
Miogénesis.
H Sox30 | Maduracion de espermatozoides.
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